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VECTEURS DERIVES D'ANT ICORPS POUR LETRANSFERT 
DE SUBSTANCES DANS LES CELLULES 

La presente invention est relative au transfert actif d'haptenes, de 
proteines. de peptides, d'acides nucleiques et autres molecules dans les cellules. 
5 La presente invention conceme plus particulierement de nouveaux polypeptides 
capables de penetrer efTicacement dans les cellules, notamment eucaryotes, et 
d'y vehiculer une substance d'interet et susceptibles de constituer de nouvelles 
compositions antivirales. Cette invention revet une Importance majeure 
puisqu'elle peut etre appiiquee a divers domaines, notamment celui de la 

10 therapie genique et des vaccins. 

La therapie genique demeure conditionnee par un nombre considerable 
de parametres, parmi lesquels le developpement de vecteurs capables de 
transferer dans le cytoplasme des cellules de Porganisme de i'hote considere des 
principes actifs doues de proprietes specifiques predeterminees, en Tabsence 

15 d'alterations genetiques associees a Tutilisation de ces vecteurs, et sans 
degradation de Tactivlte biologique des principes actifs transferes. On salt qu'a 
ce jour, en depit des efforts realises pour le developpement de vecteurs d'origine 
virale ou non-viraie. toutes ces conditions n'ont pas ete remplies de maniere 
satisfaisante. 

20 Par ailleurs, la possibilite de vehiculer efficacement des substances a 

rinterieur des cellules est egalement importante pour toutes les applications des 
biotechnologies. Ainsi, le transfert de substances dans les cellules in vitro ou ex 
vivo peut etre utilise sort pour la production de proteines ou de peptides, soit pour 
la regulation de Texpression de genes ou encore pour I'analyse des proprietes 

25 d'une substance donnee sur ladite cellule. In vivo, le transfert d'une substance 

dans une cellule peut en outre servir a la creation de modeles pour Tetude de 

pathologies chez les animaux ou egalement pour etudier Teffet de composes 

donnes sur un organisme. 

La presente invention a done pour but de mettre a disposition un nouveaU 
30 type de vecteurs a la fois efficaces et d'une plus grande innocuite que les 
vecteurs viraux dont Tutiiisation est envisagee a ce jour. 

Dans la demande de brevet n"" WO 97/02840. le demandeur a decrit 

I'utilisation d'anticorps ou de leurs fragments F(ab')2 et Fab' capables de 
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penetrer a I'interieur des cellules vivantes, comme immunovecteurs pour le 
transfert intracytoplasmique et Intranucleaire de substances biologiquement 
actives. Bien que ces vecteurs presentent une efficacite importante, leur 
utilisation pourralt, danc certaines applications, presenter une complexite. 
Ainsi,- remploi d'anticorps ou de fragments F(ab')2 d'anticorps impiique la 
production de ces molecules a des litres eleves et avec des quaiites 
compatibles avec une utilisation therapeutique. En outre, I'utilisation de 
molecules de la tailie et de la complexite des anticorps peut representer un 
autre inconvenient sur ie plan de la mise en oeuvre notamment. Le brevet n" 
US 5,635,383 illustre un autre type de vecteur complexe, a base de polylysine, 
pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

La presente demande est relative a de nouveaux polypeptides 
presentant des proprietes avantageuses, a la fois pour le transfert de 
substances dans les cellules et comme agents antiviraux. Ces polypeptides 
ont notamment une structure primaire beaucoup plus simple que des anticorps 
et une tailie redulte. En outre, leur preparation est aisee et leurs applications 
potentielles tres variees. 

Plus particulierement. la presente invention resulte de la decouverte. 
par les inventeurs, qu'il est possible d'identifier a partir d'anticorps entiers, des 
regions limitees porteuses d'une activite de penetration celluiaire. L'invention 
decoule en outre de la decouverte qu'il est possible d'isoler a partir d'anticorps 
entiers en particulier a partir d'une seule chame de ces anticorps, des peptides 
ou polypeptides doues d'activlte de penetration celluiaire. La presente 
invention constitue la premiere demonstration qu'un fragment d'une seule 
chaine d'un anticorps peut effectivement penetrer dans les cellules. La 
presente invention constitue egalement la premiere demonstration qu'un tel 
fragment est en plus capable, de maniere avantageuse. de vehiculer dans 
ladite cellule une substance d'interet, et peut presenter de maniere 
preferentielle une activite antivirale. 

La presente invention foumit done de nouvelles molecules 
particulierement adaptees au transfert dans les cellules eucar/otes. 
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particulierement des cellules de mammiferes. de substances biologiquement 
actives. 

Un premier objet de I'invention reside done plus particulierement dans 
un polypeptide caracterise en ce que : 

- - il est constitue d'un motif peptidique unique ou repete, et 

- il comprend une sequence d'amino-acides lui conferant ia capacite de 
penetrer dans des cellules et, le cas echeant. d'y vehiculer une substance 
d'interet. 

L'invention conceme a cet egard un polypeptide caracterise en ce que : 

- il est constitue d'un motif peptidique unique ou repete, 

- il comprend une sequence d'amino-acides constituee d'un ou 
plusieurs fragment(s) different(s) d'anticorps, et. 

- il est capable de penetrer dans les cellules. 

Selon un des modes de realisation de I'invention, les polypeptides 
comprennent done un ou plusieurs fragment(s) differents ou non d'un 
anticorps. Les anticorps, molecules de la superfamille des immunoglobulines. 
sont constitues sous leur forme la plus simple de quatre chames associees 
entre-elles (IgG par exemple) : deux chatnes iourdes, dites "Heavy" ou "H". et 
deux chaTnes legeres. designees "Light" ou "L" (Figure 1 ). Ces quatre chaines 
sont done associees ensemble, post-synthese, pour former une molecule d'un 
poids moleculaire de 150.000 Kd environ. La specificite antigenique des 
anticorps est assuree par des domaines variables impliquant plusieurs regions 
d'une chalne lourde et plusieurs regions d'une chaine legere (Figure 1 ). 

Les polypeptides peuvent aussi etre constitues de sequences 
provenant des autres representants des immunoglobulines telles que les IgM. 

Cheque chaTne lourde des anticorps est composee de 450 acides 
amines environ, et comprend differents domaines. designes domaine constant 
(C). domaine variable (V) et domaines de jonction (D et J). A I'interieur des 
domaines variables se trouvent des motifs particuliers. designes CDR 
("Complementarity Determining Region") qui peuvent etre aisement localises 
par alignement de sequences (C. Janeway et P. Travers, 1996. 
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Immunobiology. Academic Press, The Staicture of A Typical Antibody 
Molecule"). On peut aussi se referer pour {'analyse des sequences des regions 
variables a I'article de T.T. Wu et E. Kabat (J. Exp. Med., 1970. Vol. 132. p. 
211-250). Les motrfs CDR comportent eux-memes des regions hypervariables. 

• La presente demande resulte de la mise en evidence qu'il est possible 
d'obtenir, a partir de la structure des anticorps, des regions limitees en taille et 
de structure simple, possedant des proprietes tout a fait avantageuses. Ainsi. 
partant d'une molecule complexe (quatre chaTnes associees) et de taille 
importante (150.000 Kd). le demandeura reussi a constmire des polypeptides 
a chaine unique, ayant la capacite de penetrer dans les cellules et d'y 
vehiculer des substances d'interet. Les proprietes des polypeptides de 
i'invention sont d'autant plus remarquables que leurs sequences 
correspondent a celles d'un ou plusieurs fragments d'une seule des chames 
d'un anticorps et qu'ils n'ont done pas besoin, pour etre actifs. de regions 
constantes provenant d'une chaTne lourde et d'une chaTne legere. Les 
polypeptides selon I'invention obtenus par synthese chimique ont les memes 
proprietes. 

Le terme polypeptide designe au sens de I'invention une molecule 
comprenant un enchamement d'acides amines, ayant une taille comprise 
entre 3 et 100 acides amines, par exemple inferieure a 60 acides amines. 
Encore plus preferentiellement. il s'agit d'une molecule comprenant un 
enchamement de 3 a 60 acides amines, avantageusement de 3 a 30. Des 
polypeptides particulierement preferes comportent avantageusement plus de 
10 acides amines environ. Le polypeptide selon I'invention peut en outre 
comporter certaines modifications stmcturales, de nature chimique ou 
enzymatique par exemple. Ainsi. le polypeptide selon I'invention peut 
comporter certains groupes fonctionnels pouvant. par reaction chimique ou 
enzymatique. realiser un couplage avec une autre substance. Les 
polypeptides de finvention peuvent en outre etre modifies chimiquement afin 
de les rendre plus resistants a des proteases ou moins visibles au systeme 
immunitaire. Les polypeptides selon I'invention peuvent etre obtenus par toute 
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methode connue de rhomme du metier, et notamment par synthese chimique^ 
par example au moyen de synthetiseurs de peptides, ou par fragmentation ou 
deletion a partir de polypeptides, naturels ou non, de taille superieure. lis 
peuvent en outre etre prepares par les techniques de I'ADN recombinant, par 
expression, dans un bote cellulaire eucaryote ou procaryote, d'un acide 
nucleique correspondant lis peuvent bien entendu resulter de combinaisons 
de ces differentes methodes. 

A cet egard. les polypeptides de Tinvention peuvent etre produits a 
partir de banques d*acides nucleiques ou de peptides, telles que des banques 
de synthese combinatoire. 

Le terme "motif peptidique unique" signifie que, contrairement aux 
anticorps ou aux fragments d'anticorps de type Fab ou F(ab*)2 par exemple, 
les polypeptides de ['invention ne comportent qu'une seule chaine d'acides 
amines. Le terme "motif peptidique repete" designe le fait que les polypeptides 
de rinvention peuvent comporter differents blocs peptidiques assembles entre- 
eux, eventueliement par voie chimique. pour ne former qu'une seule chaine. 

Le terme "penetrer" ou "penetrant" designe au sens de ('invention un 
polypeptide capable de passer depuis le milieu exterieur jusque dans le milieu 
intracellulaire, notamment dans le cytoplasme de la cellule. Cette capacite 
peut se determiner de differentes fa(?ons, et notamment selon un test de 
penetration cellulaire comportant une premiere incubation du polypeptide 
etudie en presence de cellules en culture, suivie, apres fixation et 
permeabilisation de ces cellules, d'une revelation de la presence dudit 
polypeptide a I'interieur de ladite cellule. La revelation peut etre realisee par 
une autre incubation avec des anticorps marques diriges contre ledit 
polypeptide et detection, dans le cytoplasme ou a proximite immediate du 
noyau ou meme au sein de celui-ci. de la reaction immunologique du type 
antigene-anticorps entre le polypeptide et I'anticorps marque. La revelation 
peut egalement etre realisee en utilisant un polypeptide de Tinvention 
prealablement marque et detection de la presence dudit marquage dans ces 
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compartiments cellulaires. Un tel test de penetration cellulaire a ete decrit par 
exemple dans ia demande n" WO 97/02840. 

Comme indique ci-avant. ia presente invention resulte de la mise en 
evidence de ['existence de regions reduites d'un anticorps douees de 
proprietes de penetration cellulaire et pouvant egalement jouer le role de 
vehicule pour des substances d'interet. Plus particulierement, les inventeurs 
ont recherche dans ia structure de certains anticorps dits penetrants tels que 
ceux decrits dans ia demande WO 97/02840, ia presence de regions douees 
de proprietes de penetration cellulaire et qui pourraient etre utilisees comme 
vecteur a la place des anticorps entiers. Pour cela. les inventeurs ont. dans un 
premier temps, determine la sequence complete des chames lourdes et 
iegeres de trois anticorps monoclonaux particuliers, designes J20.8, F4.1 et 
F14.6. Ces anticorps sont des anticorps anti-ADN, polyreactifs. qui sont 
produits par les hybridomes deposes a ia CNCM sous ies numeros 1-1605. I- 
1606 et 1-1607 (voir demande de brevet precitee). L'aiignement de ces 
sequences et leur analyse comparative ont fait apparaTtre les elements 
remarquables suivants : 

- L'existence d'une region de tres forte homologie (65-70 %) dans la 
region CDR2 de ces trois anticorps, et. 

- La presence, dans ces trois anticorps, de regions CDR3 riches en 
lysine et arginine (acides amines basiques). 

A la vue des ces resultats, et etant donne que la plupart des peptides 
capables de transport et de localisation nucleaire sont riches en lysine et 
arginine, les demandeurs ont ensuite synthetise des series de polypeptides 
con-espondant a differentes regions de ces anticorps, et notamment aux 
regions CDR2 et CDR3. ainsi que des constructions hybrides dans lesquelles 
certaines de ces regions sont fusionnees entre elies (en particulier un 
PO^ypeptide CDR2-3 portant successivement les regions CDR2 et CDR3). Un 
residu biotine a par ailleurs ete introduit du c6te N-teniiinal de ces 
polypeptides, ce qui permet leur detection aisee. 
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Ces polypeptides ont ensuite ete testes pour leur capacite a penetrer 
dans les cellules. Les resultats obtenus montrent, de maniere tout a fait 
remarquable. que certains de ces polypeptides possedent la capacite de 
penetrer efficacement dans les cellules. En particulier. les resultats obtenus 
montrent que I'ensenable des polypeptides qui comprennent tout ou une partle 
de la region CDR3 sont capables de penetrer dans les cellules. 

Plus preferentiellement. ies polypeptides de invention sont done 
constitues d'une ctiame unique comprenant au moins un fragment de la 
chalne lourde d'un anticorps. Encore plus preferentiellement. ils comprennent 
au moins un fragment de la region variable de la chaTne lourde d'un anticorps. 

Selon un mode de realisation plus particulier, I'invention est relative a 
des polypeptides tels que definis ci-avant comprenant tout ou une partie de la 
region CDR3 d'un anticorps. 

Par ailleurs. les resultats obtenus ont egalement montre que des 
polypeptides possedant en outre tout ou une partie de la region CDR2 
possedaient egalement la capacite de penetrer dans les cellules. A cet egard. 
des polypeptides dans lesquels sont combinees tout ou partie de la region 
CDR3 et tout ou partie de la region CDR2 possedent des capacites de 
penetration cellulaire tout a fait remarquables. 

Ainsi. selon un autre mode particulier de realisation, les polypeptides de 
I'invention comprennent tout ou une partie de la region CDR2 d'un anticorps. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulierement interessant. les 
polypeptides de I'invention comprennent plus preferentiellement tout ou une 
partie de la region CDR3 et tout ou une partie de la region CDR2. Ce type de 
polypeptide est particulierement avantageux car il est capable de penetrer 
massivement a I'interieur de cellules vivantes. 

L'expression "tout ou une partie" telle qu'utilisee dans la presente 
demaride designe plus particulierement ie fait que les polypeptides de 
I'invention peuvent comporter soit ['ensemble de la region CDR concemee 
d'un anticorps. soit une partie seulement de celle-ci. etant entendu que ie 
polypeptide conserve la capacite de penetrer dans les cellules (homologue 
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fonctionnel). Une partie de region CDR peut notamment consister en une 
region CDR depourvue de un ou plusieurs acides amines terminaux, en 
particulier de un. deux ou trols acides amines terminaux. 11 peut egalement 
s'agir d'une region CDR dans iaquelie un ou plusieurs residus internes ont ete 
deletes ou substitues par d'autres acides amines, de preference des acides 
amines de meme nature (acides amines basiques par exemple). 
Avantageusement. moins de 30% des residus internes de la region CDR sont 
modifies, de preference moins de 20% et encore plus preferentiellement. 
moins de 15%. 

Des polypeptides preferes au sens de I'invention sont done des 
polypeptides comportant tout ou une partie d'une region CDR3 d'un anticorps. 
A titre illustratif, on peut citer par exemple les regions CDR3 de sequence 
SEQ ID N° 1. 2. 3, 8 ou les sequences representees sur la figure 2 et sur la 
figure 3, ou tout homologue fonctionnel. 

Les fragments d'anticorps peuvent constituer a eux seuls un 
polypeptide de I'invention. lis peuvent egalement etre modifies, notamment par 
addition de residus a une ou plusieurs de leurs extremites. En particulier. il 
peut etre avantageux le cas echeant d'ajouter des acides amines qui vont 
donner au fragment, notamment a la region CDR. une meilleure configuration 
spatiale. II peut en outre etre avantageux d'ajouter un ou plusieurs acides 
amines essentiellement basiques. de type lysine et/ou arginine. afin de 
stabiliser ie polypeptide et d'augmenter son interaction avec les membranes 
cellulaires. En outre, comme indique ci-avant. les polypeptides de I'invention 
peuvent comporter plusieurs regions d'une chaine d'anticorps. tel que par 
exemple une region CDR2 et une region CDR3. Ces regions peuvent en 
particulier §tre fusionnees entre elles ou espacees d'acides amines tels que 
decrits ci-avant. 

Des polypeptides particuliers au sens de I'invention sont notamment les 
polypeptides comprenant une region CDR3 d'anticorps ou les polypeptides 
comprenant essentiellement une fusion entre la region CDR3 d'un anticorps et 
la region CDR2 d'un anticorps. Des exemples de tels polypeptides sont 
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notamment les polypeptides CDR3 et le polypeptide CDR2-3 dont les 
sequences sont donnees dans les exemples. 

Les experiences realisees avec ces polypeptides, notamment les 
polypeptides comportant la region CDR3. et en particulier ceux comportant la 
region CDR3 et la region CDR2, montrent de fagon claire que : 

1) une incubation d'une heure, de cellules RK2, HeLa ou 3T3 avec le 
milieu de culture complet (10% de semm de veau foetal) contenant le 
polypeptide est suffisante pour que le polypeptide soit transporte massivement 
dans le cytoplasme de toutes les cellules et dans le noyau d'une grande 
proportion de ces cellules variable selon la lignee concemee. 

2) quand on incube pendant 2 heures les cellules dans le milieu de 
culture complet contenant des complexes prefomnes peptide-streptavidine 
couplee a la peroxydase (PM > 100.000) ou peptide-streptavidine couplee a la 
phosphatase alcaline (PM > 180.000). on d6tecte les enzymes con-espondants 
au niveau du cytoplasme de toutes les cellules de la culture et faiblement 
jusqu'a intensement dans la majorite des noyaux de ces cellules. Aucune 
coloration intracellulaire n'est observee quand les cellules sont incubees en 
presence de streptavidine couplee a la peroxydase. streptavidine couplee a la 
phosphatase alcaline ou avec la streptavidine ou les enzymes sous leurs 
formes natives. 

Les polypeptides de I'invention notamment de type CDR3 et CDR2-3 
ainsi que leurs complexes peptide-streptavidine^enzyme sont transportes en 
grandes quantites dans une large proportion des cellules peripheriques 
humaines et particullerement dans les lymphocytes T actives. 

D'une maniere generate, les polypeptides selon I'invention peuvent etre 
construes selon differentes techniques connues de I'homme du metier (supra), 
en partant de tout anticorps donne. notamment de tout anticorps monoclonal 
donne. 
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Preferentiellement. les polypeptides de ('invention sont obtenus par 
synthese cliimique ou sont constnjits a partir d'un fragment ou plusieurs 
fragments d'un ou plusieurs anticorps penetrant(s). de preference d'un anticorps 
monoclonal penetrant. L'existence d'anticorps capables de penetrer a I'interieur 
des cellules et en particulier de noyaux de lymphocytes humains lorsque ces 
cellules sont incubees in vitro dans un milieu de culture contenant un serum 
provenant de malades atteints de lupus erythemateux dissemine (LED), a ete 
rapportee pour ia premiere fois par Alarcon-Segovia et al. en 1978 (Nature, 271 ). 
Recemment, ce type d'anticorps a ete detecte chez la souris lupique MRL Ipr/lpr, 
mais egalement chez la souris N2B presentant un syndrome de maladie 
hemolytique autoimmune et meme chez ia souris normale BALB/c. Certains 
anticorps monoclonaux, prepares a partir de la rate de ces souris, se sont averes 
capables de penetrer in vitro dans le noyau de cellules maintenues en culture 
(Vlahakos et al., J. Am. Soc. Nephrol. 2 (1992) 1345; Eyal Raz et al.. Eur. J. 
Immunol. 23 (1993) 383). De plus, il a ete montre que ces anticorps sont aussi 
capables, lorsqu'ils sont injectes chez la souris, de penetrer dans plusieurs types 
de cellules, pour se retrouver dans leurs noyaux (Okudaira et al., Arthritis and 
Rheumatism. 30 (1987) 669). 

De maniere generate, tout anticorps peut etre selectionne en vue de 
determiner son caractere penetrant. En particulier, cette selection peut etre 
realisee par exemple par un test de penetration cellulaire comportant une 
premiere incubation de I'anticorps etudie en presence de cellules, notamment de 
cellules dans lesquelles il est envisage de vehiculer une substance d'interet. 
suivie apres fixation et pemieabilisation de ces cellules, de la revelation de la 
presence ou non de cet anticorps dans la membrane plasmique. le cytoplasme 
ou a proximite immediate du noyau ou meme au sein de celui-ci dudit anticorps. 
La revelation peut etre realisee par exemple par incubation avec un deuxieme 
anticorps marque, dirige centre I'anticorps teste, suivie de la detection de la 
reaction immunologique du type antigene-anticorps entre ces deux anticorps. Un 
tel test a ete decrit en detail par exemple dans la demande de brevet n" FR 
N''9508316. 
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Encore plus preferentiellement. ie fragment d'anticorps utilise pour la 
construction d'un polypeptide de {'invention est un fragment d'un anticorps 
polyreactif. notamment penetrant et polyreactrf. Un anticorps polyreactif est un 
anticorps capable de reconnaitre plusieurs antigenes differents. 
Gensralement, de tels anticorps ont une affinite particulierement elevee pour 
un type d'antigene particulier et sont capables de reconnaitre. avec une 
affinite moindre, un ou plusieurs autres antigenes. La polyreactivite des 
anticorps peut etre mise en evidence par toute methode immunologique 
classique, telle que par exemple la methodologle decrite par Sibille et al. (Eur. 
J. Immunol. 1997. 27:1221-1228). 

De maniere avantageuse, les anticorps polyreactifs utilises dans la 
construction des polypeptides de I'invention sont capables de reagir avec des 
acides nucleiques, libres ou complexes avec des proteines (anticorps anti- 
ADN). Cette propriete peut etre mise en evidence par la technique ELISA ou 
par passage des anticorps sur une colonne ou tout autre support sur lequel de 
I'ADN a ete prealablement immobilise. Les anticorps anti-ADN sont ainsi 
retenus sur Ie support et peuvent etre elues et isoles selon les techniques 
classiques. Generalement, les anticorps anti-ADN utilises dans Ie cadre de 
I'invention presentent une avidite pour I'ADN de I'ordre de 1 x lO^M a 2 x 
lO^M. Preferentiellement. ces anticorps reconnaissent I'ADN genomique. en 
particulier I'ADN genomique. Dans un mode particulier, les anticorps utilises 
sont des anticorps polyreactifs qui reconnaissent I'ADN genomique de cellules 
hematopoietiques humaines. Encore plus preferentiellement. il s'agit 
d'anticorps capables de reagir avec des acides nucleiques et reconnaissant 
entre autres des proteines telles que Tat du retrovirus VIH. et/ou des 
constituants de surface cellulaire et du cytosquelette des cellules. 

Pour la construction d'un polypeptide de I'invention. I'anticorps ainsi 
retenu est ensulte utilise comme sutt : 

a) si la sequence de la region variable de la chame lourde ou 
legere de cet anticorps n'est pas accessible, celle-ci est dans un premier 
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temps determinee. Pour cela, les techniques classiques de sequen9age_ 
peuvent etre mises en oeuvre. comme illustre dans les exemples. 

b) les regions CDRs sont locaiisees par alignement de la 
sequence avec d'autres sequences de chaines d'anticorps, ou par toute autre 

5 technique, 

c) des fragments de cette sequence sont prepares, ou, des 
polypeptides correspondants a des regions de cette sequence sont 
synthetises et, le cas echeant. assembles. Pour cela. toute technique 
classique connue de I'homme du metier peut etre utilisee (sequenceurs .de 

10 peptides, utilisation d'enzyme de restriction, de ligases, etc). 

d) le fragment ainsi obtenu est eventuellement modifie par 
addition, deletion ou substitution d'acides amines, 

e) la capacite du polypeptide ainsi obtenu de penetrer dans les 
cellules est ensuite testee dans les conditions decrites plus haut, ainsi que la 

15 capacite de vehiculer des substances telles que la fiuoresceine ou la 
peroxydase. 

Eventuellement, les etapes c), d) et e) ou d) et e) sont repetees de 
maniere a ameiiorer refficacite de penetration ou les proprietes generales des 
polypeptides de invention. 

20 Dans une etape supplementaire ulterieure f), le polypeptide ainsi 

obtenu, ayant la capacite de penetrer dans les cellules, est ensuite utilise dans 
une reaction de couplage avec une substance donnee pour generer un 
vecteur tel que defini ci-apres. 

Une alternative a cette methode reside dans I'utilisation d*une ou 

25 plusieurs banques d'acides nucleiques ou de peptides comme materiel de 
depart. Ainsi. plutot que de partir de la sequence d^un anticorps, il est possible 
de construire, par exemple par chimie combinatoire, des banques de peptides 
ou d'acides nucleiques codant pour des peptides representant . des 
homoiogues fonctionnels de regions CDR2 ou CDRS d'anticorps. 
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Ensuite. les peptides ou combinaisons de peptides ou d'acides__ 
nucleiques de ces banques sont prepares, eventuellement modifies et testes 
pour leur activite, selon les etapes c) a e) du precede decrit ci-avant. 

Preferentiellement. dans Tetape c), du precede decrit ci-dessus, les 
fragments prepares comportent tout ou une partie de la region CDR3 d'un 
anticorps. 

Dans I'etape d). les modifications peuvent consister par exemple a 
introduire certains acides amines supplementaires, soit simplement pour des 
raisons techniques (facilite de synthese, couplage entre differentes regions, 
etc) soit pour des raisons structurales ou physicochimiques. S'agissant 
d'acides amines de "remplissage", on utilise avantageusement des acides 
amines relativement neutres sur le plan structural et physicochimique. 
S*agissant de raisons structurales. comme indique ci-avant. {'addition de 
residus peut ameliorer la conformation du polypeptide et ainsi, potentialiser 
son activite. Par exemple. en introduisant des sequences de facteurs de 
localisation nucleaire (FLN). on peut augmenter leurs potentialrtes de transfert 
intranucieaire. Par ailleurs. 11 peut egalement etre souhaitable d'augmenter le 
caractere basique des polypeptides. 

A cet egard. pour ameliorer les proprietes de compaction des 
polypeptides de I'invention, notamment vis-a-vis des acides nucleiques. des 
polypeptides ont ete construits portant du cote N-terminal des residus lysine. 
Avantageusement. le nombre de residus lysine est inferieur a 30. encore plus 
preferentiellement. entre 10 et 20. 

Les resultats presentes dans les exemples confirment les proprietes de 
penetration de ces polypeptides, et leur capacite a vehiculer efficacement des 
substances d'interet. notamment des acides nucleiques. 

Quels que soient les ajouts effectues. le polypeptide selon I'invention tel 
que prepare par exemple seton la strategic decrite ci-dessus comporte 
preferentiellement au plus 100 acides amines. Encore plus preferentiellement. 
il comprend de 3 a 60 acides amines et. de preference, de 3 a 40 acides 
amines. 
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Un autre objet de I'invention conceme I'utiiisation d'un polypeptide tel_ 
que defini ci-dessus pour le transfert de substances dans les cellules, in vitro, 
ex vivo ou in vivo. 

Un autre objet de I'invention conceme un vecteur pour le transfert d'une 
substance dans une cellule caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide tel 
que defini ci-avant auquel est couplee ladite substance. 

Seion un nnode de realisation de I'invention. le polypeptide comprend 
une sequence d'acides amines lui conferant la capacite de penetrer dans des 
cellules et lui permettant d'y vehiculer des substances d'interet biologique qui 
lui sont associees, par exemple des haptenes ou des macro-molecules 
comportant des centaines a des milliers de kD, tels que des substances 
medicamenteuses, des proteines ou des acides nucleiques. 

La sequence d'acides amines et les substances d'interet therapeutique 
associees peuvent par exemple etre couplees ou liees par I'intermediaire de 
liaisons covalentes ou non-covalentes. 

Un polypeptide selon I'invention est avantageusement constitue de 
peptides ou de macromolecules ayant la capacite a penetrer a I'interieur des 
cellules vivantes, et plus particulierement a partir de derives peptidiques 
d'anticorps ou de fragments d'anticorps tels que decrits dans la demande de 
brevet WO 97/02840 ou a partir d'autres peptides comprenant une ou des 
parties hypervariables d'anticorps, ou encore de molecules synthetiques, non 
apparentees directement a une stmcture de type anticorps. susceptibles d'etre 
obtenues par exemple par criblage d'une banque peptidique sur le critere de 
penetration dans les cellules. 

Un polypeptide particulier seion I'invention est done compose d'un motif 
peptidique unique ou repete, et comprend une sequence d'acides amines lui 
conferant la capacite de penetrer dans des cellules et d'y vehiculer une 
substance d'interet, cette sequence etant susceptible d'etre obtenue par 
criblage d'une banque peptidique sur le critere de penetration dans les 
cellules. Les conditions de criblage de telles banques ont 6te decrites ci-avant. 
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Un autre polypeptide particulier selon I'invention est compose d'un motif 
peptidique unique ou repete, at comprend une sequence d'acides amines iui 
conferant la capacite de penetrer dans des cellules et d'y vehiculer une 
substance d'interet, cette sequence etant composee d'un pepfde comprenant 
une ou des parties hypervariables d'anticorps. 

La substance couplee peut etre tout produit d'interet, notamment 
biologique, pharmaceutique ou agro-alimentaire. II peut s'agir en particulier 
d'un acide nucleique, tel que par exemple un acide ribonucleique ou un acide 
desoxyribonudeique. Cet acide nucleique peut en outre etre d'origines 
diverses, et notamment humaine, virale. animaie, eucaryote ou procaryote. de 
plants, synthetlque, etc. Cet acide nucleique peut par ailleurs avoir une tailie 
variable, allant du simple oligonucleotide au genome ou fragment de genome. 
II peut s'agir notamment d'un genome viral ou d'un plasmide. La substance 
peut egalement etre une proteine, telle que par exemple une enzyme, 
homnone. cytokine, apolipoproteine, facteur de croissance, etc. Un type 
particulier de substance est represents par les antigenes. Comme indique cl- 
apres, les polypeptides de I'invention permettent en effet, de maniere 
avantageuse, de jouer le role d'adjuvant et de stimuler la reponse immunitaire 
dirigee contre un antigene. 

De maniere plus generals, la substance peut etre tout principe actif de 
medicament, qu'il s'agisse d'un produit chimique, biochimique ou synthetlque. 

Pour permettre son transfert dans une cellule, ladite substance est done 
couplee a un polypeptide de I'invention. 

Le terme "couple" signifie au sens de I'invention tout type d'interaction 
permettant une association physique entre la substance et le polypeptide. II 
est preferable cependant que I'interaction soil suffisamment stable pour que le 
vecteur ne se dissocie pas avant la penetration cellulaire. Pour cette raison. 
un couplage prefers au sens de invention est un couplage covalent. 

Le couplage covalent peut §tre realise par differentes techniques 
connues de I'homme du metier. En particulier. II peut s'effectuer par des 
liaisons de type maleimide, succinimide. peptidique. disulfide et thioether. On 
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peut se r^ferer a I'ouvrage "Bioconjugate Techniques de Greg. T. 
HERMANSON (Academic Press, 1996]. 

Une methode particuliere consiste par exemple a ajouter. a une 
extremite d'un polypeptide de ('invention, un residu cysteine qui peut etre 
aisement utilise pour des liaisons disutfure. thioether, amine ou acide. Une 
autre approche consiste a coupler chimiquement un groupement biotlnyl, qui 
permet de coupler ensuite toute substance liee a la streptavidine. Le couplage 
peut encore etre effectue par I'intermediaire de la p-benzoquinone (FR N" 
7537392 et brevet americain N" 4 925 921 par exemple). 

De maniere generale. tout precede de couplage chimique, biochimique, 
enzymatique pu genetique connu dans la litterature peut etre employe. 

Par ailleurs, un vecteur seion I'invention peut comporter un polypeptide 
tel que decrit ci-dessus auquel sont couplees plusieurs substances, identiques 
ou differentes. 

Les exemples presentes cl-apres etablissent de fagon claire que les 
polypeptides de I'invention possedent ia capacite non seulement de penetrer 
dans les cellules, mais egaiement d'y vehicuier des substances d'interet. Les 
exemples montrent notamment le transport de proteines. de type enzyme. II 
est entendu que les enzymes peuvent §tre substituees par toute autre 
molecule d'interet telle que acides nucieiques. peptides, substances 
medicamenteuses, dans les memes conditions. 

A cet egard, les exemples montrent egaiement la capacite des peptides 
de I'invention a transferer des acides nucieiques dans des cellules. Pour cette 
application particuliere. le couplage entre le peptide et I'acide nucleique est 
generalement un couplage non-covalent, base sur des interactions ioniques. 
electrostatiques ou de type Van der Waals. Plus particulierement. pour une 
utilisation pour le transfert d'acides nucieiques dans les cellules, un peptide de 
I'invention comporte avantageusement une region constitute d'acides amines 
basiques. de type lysine par exemple, permettant de former un complexe 
(polyplexe) avec les acides nucieiques charges negativement. AInsi. un mode 
particulier de mise en oeuvre de I'invention reside dans I'utilisation d'un 
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peptide tel que defini cl-avant, portant une region polylysine. pour le transfert_ 
d'acides nucleiques (i.e., de plasmides, cosmides, fragments lineaires. genes, 
antigenes, antisens, oligonucleotides, etc.) dans les cellules. Un objet 
particulier de I'invention comprend done un peptide comprenant une region 
polylysine et une region derivee d'un anticorps polyreactrf penetrant, et 
capable de penetrer dans les cellules. Plus particulierement, la region 
polylysine comprend avantageusement de 5 a 30 residus lysine, 
preferentiellement de 5 a 20, qui sont avantageusement non interrompus par 
d'autres residus. Concemant la region derivee de I'anticorps penetrant, elle 
peut etre definie comme ci-avant. Un tel polypeptide comprend 
avantageusement moins de 100 residus, comme explique ci-avant. 

□'autre part, le fait que les polypeptides selon I'invention permettent le 
transport massif des proteines a I'interieur des cellules, a par ailleurs incite le 
demandeur a examiner la possibilite de les utiliser comme agent de transport 
intracellulaire d'antigenes, leur conferant un effet adjuvant et conduisant a 
augmenter la reponse immunitaire contre ces antigenes. Ainsi, des souris ont 
re?u plusieurs injections avec le conjugue streptavidine-peroxydase seul ou 
complexe avec un polypeptide de I'invention. Les resultats obtenus montrent 
que I'emploi d'un polypeptide de I'invention permet d'augmenter, en moyenne 
de 4 a 8 fois le titre des anticorps antl-streptavidine et anti-peroxydase. 

L'invention est egalement relative a un procede pour transferer une 
substance dans une cellule in vitro, ex vivo ou in vivo comprenant : 

- le couplage entre ladite substance et un polypeptide tel que defini cl- 
avant, et, 

- la mise en contact de la cellule avec le produit dudit couplage. 

Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, la mise en contact peut etre 
realisee par simple incubation des cellules avec le produit du couplage 
(vecteur). Pour une utiUsatiqn.rn vivo, la mise en contact est generalement 
realisee par administration du produit du couplage (vecteur) dans I'organisme 
considere. Comme indique ci-avant. lorsque le couplage est de type covalent. 
le vecteur peut comporter une ou plusieurs molecules d'interet. Par ailleurs. 
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pour un couplage de type non-covalent, par exemple pour les acides_ 
nucleiques. le vecteur est generalement forme par incubation du peptide et 
des acides nucleiques dans un milieu permettant leur complexation. Les 
quantites respectlves des partenaires sont aisement adaptables par I'homme 
du metier, en fonction de ia nature du peptide (longueur et charge), de I'acide 
nucleique, et du type cellulaire. A titre d'exemple le couplage peut etre realise 
a des concentrations en peptide variant de 0,01 a 100 nmoles de peptide par 
MQ d'acide nucleique, de preference de 0,01 a 10 nmoles/pg. Par ailleurs. 
dans le precede de invention, ii peut etre avantageux d'utiliser en outre un 
agent stabilisant ou facilitateur. tel le glycerol. AInsi. les resultats presentes 
dans les exemples montrent que. en presence de glycerol, I'efficacite de 
transfection des acides nucleiques peut etre amelioree d'un facteur proche de 
40. Ainsi, un mode particulier de realisation du precede de ['invention 
comprend la mise en contact des cellules avec le produit du couplage en 
presence d'un agent stabilisant. notamment de glycerol. Avantageusement. la 
transfection est realisee in vitro ou ex vivo en presence de glycerol, a des 
concentrations variant de 0.1a 2 M par exemple. II est entendu que ces 
concentrations peuvent etre adaptees par I'homme du metier. 

Un autre objet de invention reside par ailleurs dans une cellule, 
notamment eucaryote. contenant un polypeptide ou un vecteur tel que defini 
ci-avant. Cette cellule est avantageusement une cellule de mammifere; 
notamment une cellule animale ou humaine. II peut s'agir en particulier d'une 
cellule du systeme hematopoietique. telle qu'une cellule progeniteur ou cellule 
souche ou une cellule lymphocytaire (T. B). II peut aussi s'agir de cellules 
presentatrices de I'antigene telles que par exemple les macrophages ou les 
cellules dendritiques. 

□•autre part, les inventeurs ont egalement montre que les polypeptides de 
I'invention et les anticorps polyreactifs sont doues de proprietes biologiques-. 
propres. L'invention montre notamment que ces polypeptides (derives 
peptidiques) ou anticorps. sont capables d'induire un effet biologique distinct de 
leur capacite de vectorisation de substances actives. De maniere inattendue. la 
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presents invention montre en particulier que ces anticorps at derives peptidiques 
sont capables, par eux-memes, d'exercer une activite antiviraie sur differentes 
populations cellulaires et sur differents types de virus. 

La presente invention conceme done egalement une nouvelle approche 
pour.inhiber I'infection et/ou la replication virale dans les cellules. La presente 
invention conceme en particulier I'utilisation d'anticorps ou fragments d'anticorps 
particuliers a titre d'agents antiviraux, notamment pour I'inhibition de I'infection 
et/ou de la replication virale dans les cellules. L'invention decrit egalement une 
nouvelle methode de traitement de cellules pour les rendre plus resistantes a 
I'infection et/ou a ia replication virale. L'invention conceme egalement des 
populations de cellules traitees par des anticorps ou polypeptides, moins 
sensibles a I'infection et/ou la replication virale. Cette propriete peut etre mise en 
oeuvre in vitro, ex vivo ou in vivo, eventuellement en combinaison avec d'autres 
agents, pour diminuer I'infection et le developpement de virus, notamment 
I'infection et/ou la replication du viais de I'tmmunodeficience acquise humaine. du 
polioviais, du viais de I'herpes ou du cytomegalovirus par exemple. 

Un autre objet de l'invention concerne done I'utilisation. pour la preparation 
d'une composition antiviraie. d'un ou plusieurs polypeptides tels que definis ci- 
avant. L'invention conceme plus particulierement I'utilisation. pour la preparation 
d'une composition antiviraie, d'un ou plusieurs anticorps ou fragments 
d'anticorps. caracterisee en ce que lesdits anticorps ou fragments d'anticorps 
sont polyreactifs et sont susceptlbles de se lier a I'acide nucleique et 
preferentiellement a I'ADN. 

Plus particulierement. une composition antiviraie au sens de l'invention 
consiste en une composition capable d'inhiber I'infection d'une cellule cible par 
un virus et/ou la replication d'un virus dans une cellule cible. 

Comme indique ci-avant, cet aspect de la presente invention decoule de ia 
mise en evidence des proprietes biologiques inattendues des polypeptides , 
decrits ci-avant et. plus generalement. de certains anticorps polyreactifs. c'est-a- 
dire susceptibles de reconnaTtre plusieurs antigenes. et presentant plus 
specifiquement la capacite de lier I'ADN. 
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Un objet plus particuiier de I'invention conceme done Tutilisation 
d'anticorps ou fragments d'anticorps polyreactrfs. ou polypeptides derivants anti- 
ADN et penetrants, comme agent antiviral. 

Comme indique ci-avant. les anticorps ou fragments d'anticorps 
polyreactifs utilises sont preferentiellement capables de reconnaTtre au moins un 
antigene proteique d'origine cellulaire et/ou virale. Plus particulierement, ces 
anticorps ou fragments d'anticorps reconnaissent, en plus de I'ADN, au moins un 
antigens viral tel qu'un antigene de proteine d'enveloppe virale. Un mode de 
realisation particuiier de invention comprend ('utilisation d'anticorps ou fragments 
d'anticorps polyreactifs capables de lier une proteine ou un peptide du virus de 
I'immunodeficience acquise humaine (VIH). Cette propriete peut etre testee par 
touts technique d'immunologie classique. Ainsi, il est possible d'immobiliser sur 
tout support appropris (plaque, colonne, bille, etc.) des proteines ou peptides du 
VIH, et d'incuber ce support avec les anticorps. La formation d'un complexe 
antigene-anticorps peut ensuite etre detectee par toute technique classique 
(immunofluorescence, reaction enzymatique. etc.). Generalement, les anticorps 
anti-ADN utilises dans le cadre de I'invention presentent une avidite pour des 
proteines ou peptides du VIH de I'ordre de 10^ a lO^M. 

Preferentiellement, les anticorps utilises presentent la capacite de lier les 
proteines Tat et/ou rev du VIH, plus preferentiellement encore la proteine Tat ou 
un psptids ds cette proteine. A titre de peptide particuiier on peut citer les 
peptides comprenant les residus 22-37 et 46-60 de la proteine Tat du VIH. 

Dans cette application antivirale. les anticorps utilises peuvent §tre des 
anticorps polyclonaux ou monoclonaux. Des anticorps polyclonaux peuvent etre 
isoles directement a partir du serum de sujets (immunises ou non, sains ou 
pathologiques), par prelevement de sang et isolement des anticorps en presence 
d'immunoadsorbants (par exemple proteine A couplee sur un support de type 
sephaross). Des anticorps polyclonaux utilisables dans ['invention peuvent 
notammsnt etre obtenus a partir de serum d'animaux sains ou pathologiques, en 
particuiier ds rongsurs. notamment ds souris. II peut s'agir plus particulierement 
de souris lupiques auto-immunes. qui presentent des taux eleves d'anticorps 
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naturels reconnaissant divers antigenes. Les anticorps polyclonaux peuvent 
egalement etre obtenus a partir de serum humains. par example a partir de 
patients attaints de lupus erythemateux drssemine, qui sont egalement connus 
pour presenter un taux d'anticorps polyreactifs naturels eleves. S'agissant 
d'anticorps monodonaux, lis peuvent etre prepares selon les techniques 
classiques d'immunologie, par prelevement des splenocytes d'animaux 
immunises ou non, sains ou pathologiques. fusion avec des cellules de 
myetome. puis dilution clonale et selection des hybridomes producteurs des 
anticorps. Ces techniques sont bien documentees dans la litterature. comme 
notamment dans S.L. Morriso and V.T. Oi, in Advances in Immunology (1989) 
44: 65-92 ; J.G.R. Hun-ell, Monoclonal Hybridoma Antibiotics : techniques and 
Applications, CRC Press 1982. Ces techniques sont egalement illustrees dans 
les examples. Les anticorps polyreactifs monodonaux peuvent egalement etre 
synth6tises artificiellement ou humanises a partir de monodonaux animaux. 

Les anticorps utilises peuvent etre des immunoglobulines de differents 
types, et en particuiier des IgG ou des IgM. II est entendu que d'autres types 
d'anticorps peuvent egalement etre mis en oeuvre (IgE, IgA, etc.) des lors qu'lls 
presentent las proprietes requises. 

□'autre part, comma indique ci-avant. il est egalement possible d'utiliser 
non pas les anticorps intacts. mais tout polypeptide selon I'invention, ainsi que 
tout fragment de ces anticorps conservant les proprietes requises. Ces fragments 
peuvent etre par exemple des fragments (Fab')2. (Fab') ou ScFv. Ces fragments 
peuvent resultar da la digestion enzymatique d'anticorps, etre obtenus par 
recombinaison ou par synthese. La preparation de tels fragments (par exemple 
par traitamants enzymatiques) a ate bien documantee dans la litterature et peut 
done etre realisee par I'homme du metier par de simples operations de routine a 
partir des preparations d'anticorps. 

Comme indique, ci-avant. cet aspect de la presente invention resulte en 
partia de la misa an evidence des proprietes antivirales de tels polypeptides, 
anticorps et fragments, et notamment de leur capacite a inhiber la replication 
virale dans une cellule cibie ou I'infection d'une cellule cible par un virus. Le 
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temne "infection" designs la penetration du virus ou du genome viral dans la 
cellule cible. et le terme "replication" designe essentiellement la replication du 
genome viral dans ladite cellule cible. 

La presents invention peut.§tre mise en oeuvre pour inhiber le cycle de 
differents virus, et plus particuiierement de virus a ARN (retrovirus) ou de virus a 
ADN. En outre, il peut s'agir de virus ayant un tropisme pour I'homme ou pour 
differents animaux, en particulier mammiferes (chiens. chats, lapins, bovins. 
etc.). Plus preferentiellement, la presente invention permet I'inhibition de vinjs 
teis que le virus de I'immunodeficience acqulse humaine (VIH). le poliovirus, le 
virus de I'herpes ou le cytomegalovirus (CMV). 

Un mode particulier de mise en oeuvre de I'invention comprend 
I'utilisation, pour ia preparation d'une composition destinee a inhiber I'infection 
d'une cellule cible par le (VIH) et/ou ia replication du VIH dans une cellule cible. 
d'un ou plusieurs anticorps polyreactifs ou fragments de tels anticorps. 
caracterisee en ce que lesdits anticorps ou fragments d'anticorps presentent ia 
capacite de Her I'ADN. Plus preferentiellement. les anticorps utilises presentent 
egalement ia capacite de lier une proteine ou un peptide du virus de 
I'imrriunodeficience acquise humaine. L'invention peut etre utilisee plus 
particuiierement pour inhiber I'infection et/ou la replication de differentes souches 
du VIH, et notamment du VIH-1 et VIH-2. 

L'invention concerne plus particuiierement Tutiiisation d'un ou plusieurs 
polypeptides tels que decrits cl-avant pour la preparation d'une composition 
destinee a inhiber I'infection et/ou la replication virale. 

On entend au sens de I'invention par cellule cible toute cellule 
naturellement susceptible d'etre infectee par un virus, de preference susceptible 
de permettre la replication du virus. Ainsi, pour le VIH, il s'agit plus 
particuiierement des cellules du systeme immunitaire. et notamment de cellules 
lymphocytaires. On peut citer a titre de cellules cibles plus specifiques du VIH les 
lymphocytes T, notamment les lymphocytes T auxiliaires (CD4+). D'autres 
cellules cibles du VIH au sens de I'invention sont plus generalement constituees 
par exemple par les cellules mononucleees peripheriques. notamment humaines 
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(PBMC). Concemant le poliovirus. on peut citer comme example de cellules 
clbles les cellules epitheliales. D'une maniere generale, la presente invention 
peut etre mise en oeuvre pour interferer avec le developpement d'un vinjs dans 
tout type de cellule cible des anticorps utilises. 

, Avantageusement. un polypeptide selon I'invention est derive de 
fragments scFv recombinants capables de reagir avec I'ADN ou avec d'autres 
macromolecules anioniques ou cationiques, en particulier Theparine et I'heparine 
sulfate, et obtenus a partir de lymphocytes provenant de patients nomiaux ou 
atteints de differentes maladies notamment le lupus erythremateux dissemine. 

Le ou les mecanismes d'action des composes selon I'invention reste 
toujours a preciser. A cet egard. une serie de resultats recemment obtenus. en 
particulier les virus de I'Herpes. notamment les virus de I'herpes humain par 
exemple le virus Herpes Simplex type 1 ou le cytomegalovims (CMV) semble 
indiquer que les peptides de Tinvention se fixent sur des recepteurs cellulaires 
utilises par les vims eux-memes pour leur penetration dans les cellules botes. La 
fixation des peptides sur ces recepteurs est suivie d'une intemalisation des 
complexes peptides-recepteurs. ce qui se traduirait par une diminution du 
nombre des recepteurs cellulaires restant disponibles pour la fixation du virus. 
Cette diminution parfois semble etre particulierement importante comme dans le 
cas du CMV. Cependant, d'autres mecanismes. notamment au niveau nucleaire. 
pourraient egalement etre impliques dans les proprietes inattendues de ces 
anticoips et derives. 

Avantageusement. I'activite antivirale des polypeptides s'entend au sens 
de la presente invention comme diminution significative de la replication ou de 
■•infection. Avantageusement. I'inhibition produite par les polypepUdes ou 
anticorps de I'invention correspond a une diminution d'un facteur 1.5 au moins 
par rapport au niveau d'infection et/ou de replication dans les memes cellules ou 
populations cellulaires en I'absence de traitement. Plus preferentiellement 
l'.nhibmon correspond a une diminution d'un facteur 4 au moins. Cette inhibition 
peut etre quantifiee par exemple par mesure des plages virales. des niveaux 
d'antigenes viraux presents dans les cellules, de la viabilite cellulaire. etc Dans 
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un mode de mise en oeuvre particulier, refficaclte de I'inhibition est evaluee par 
mesure des niveaux d'antigenes viraux tels que par exemple les antigenes p24 
et/ gp120. pour le VIH. 

Selon un mode de realisation particulier. I'invention conceme I'utiiisation 
d'anticorps ou polypeptides pour induire une inhibition d'un facteur 2 au moins de 
la replication virale dans les cellules cibles. 

Dans un premier mode de mise en oeuvre, I'invention comprend 
I'utiiisation d'un seul type de polypeptide ou anticorps ou fragment d'anticorps tel 
que defini ci-dessus. Comme illustre dans les exemples, I'l est en effet possible, 
en utilisant un seul compose, d'inhiber d'un facteur superieur a 10, en particulier 
de I'ordre de 100, la replication du VIH-1 dans les cellules cibles. L'utilisation d'un 
seul compose permet egalement I'inhibition d'un facteur superieur a 2 de la 
replication du poliovirus type-1 dans les cellules cibles. 

□'autre part, une action anti-herpetique prononcee de certains anticorps et 
peptides selon I'invention a ete observee. H est interessant de signaler que cette 
action s'exerce aussi sur les HSV-1 thymidine-kinase" (TK"), sur lesquels 
I'Acyclovir n'a pas d'effet. 

Par ailleurs, une action prononcee anti-CMV a egalement ete observee. 
notamment avec ie polypeptide K19-pF4.1. Dans une serle d'experiences. il a 
ainsi ete montre que K19.pF4.1 inhibait a presque 100% I'infection des cellules 
par le CMV. II est interessant de noter que meme la synthese des antigenes 
precoces est completement inhibee (detection aussi bien en 
immunofluorescence que par radiomarquage. suivie d'immunoprecipitation). 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, I'invention comprend Tutilisation 
de plusieurs polypeptides, anticorps et/ou fragments d'anticorps tels que definis 
ci-dessus. Comme illustre dans les exemples. certains de ces composes, en 
combinaison. permettent d'exercer un effet d'inhibition synergique de la 
replication virale dans les cellules cibles. Ainsi. de maniere inattendue. certains 
anticorps. seuls. possedent une activite inhibitrice moderee mais, en 
combinaison. induisent une inhibition d'un facteur superieur a 10. en particulier 
de I'ordre de 100, de la replication du VIH-1 dans les cellules cibles. 
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Dans un autre mode de mise en oeuvre. I'mvention comprend egalement 
I'utiiisation d'un ou plusieurs polypeptides, anticorps et/ou fragments d'anticorps 
tels que definis ci-dessus en comblnaison avec un ou plusieurs agents 
antivlraux. De tels agents antiviraux sont par exemple I'AZT. la DDI, les 
antiproteases. A cet egard. la presente demande conceme egalement un produit 
comprenant : 

- un ou plusieurs polypeptides, anticorps et/ou fragments d'anticorps tels 
que definis ci-dessus, et 

- un agent antiviral, 

en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

La presente invention peut §tre utilisee pour inhiber I'infection et/ou la 
replication virale in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, les cellules cibles. ou une 
composition celiulaire comprenant des cellules cibles. sont generalement 
incubees en presence des composes tels que definis ci-dessus. Les doses de 
polypeptides, anticorps ou fragments d'anticorps utilisees sont generalement 
comprises entre 1 et 500 pg pour 10® cellules environ, de preference de 1 a 100 
fjg/10® cellules environ. Ces doses peuvent bien entendu etre adaptees par 
I'homnie du metier sans difficultes. L'incubation est realisee dans tout milieu 
approprie a la culture des cellules, et a des conditions de temperature habituelles 
(par exemple entre la temperature ambiante et 37°C environ). Les milieux utilises 
sont tous milieux de culture de cellules de mammiferes connus de I'homme du 
metier, tels que par exemple les milieux RPMI, DMEM, MEM. etc. L'incubation 
peut etre realisee dans tout dispositif approprie, tel que boite, flasque. ampoule, 
poche, flacon. seringue. etc.. de preference en conditions steriles. 
Avantageusement. l'incubation est realisee pendant une periode comprise entre 
1 heure environ et 5 jours environ, selon I'utiiisation et le but poursuivis. II peut 
etre envisage par exemple d'iocuber les cellules pendant une periode comprise 
entre 1 heure et 12 heures environ. Ensurte, les cellules ainsi incubees peuvent 
etre administrees a un sujet (autologue). et le sujet peut egalement recevoir une 
ou plusieurs administrations des anticorps ou fragments d'anticorps. 
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Pour une utilisation in vivo, les composes peuvent etre administres par 
differentes voies, telles que systemique, intramusculaire ou sous-cutanee par 
exemple. Des voies preferees sont la voie systemique (i.v. notamment) et sous- 
cutanee. Les doses utilisees peuvent egalement etre adaptees par I'homme du 
metier en fonction du stade du sujet, du but poursuivi et du nombre et/ou de la 
frequence des administrations. 

Preferentiellement. ['invention est utilisee pour inhiber ta replication ou 
i'infection virale dans des cellules cibles ex vivo. A cat effet, les cellules cibles 
sont prelevees chez un sujet (par exemple les PBMC), incubees ex vivo avec 
des composes tels que definis ci-avant (par exemple pendant 1 a 6 heures. a 
37°C, dans une poche sterile), puis readminlstrees au sujet. Le sujet peut 
egalement recevoir une ou plusieurs administrations des composes, 
eventuellement en combinaison avec un ou plusieurs autres agents antiviraux. 
Les composes ou compositions tels que decrits ci-dessus sont particulierement 
adaptes a une utilisation a titre preventif, c'est-a-dire pour inhiber I'infection ou la 
replication virales chez des sujets sains ou seropositifs mais n'ayant pas 
developpe les symptomes de la maladie. L'invention peut egalement etre utilisee 
comme traitement de maintien. seule ou en combinaison avec d'autres agents 
antiviraux, comme explique ci-avant 

A cet egard, ['invention conceme egalement une methode permettant 
d'ameliorer Tefficaclte des agents antiviraux comprenant I'utilisation combinee de 
polypeptide, d'anticorps ou fragments d'anticorps tels que definis ci-avant. 

L'invention concerne egalement un precede de modification d'une 
cellule dans le but de diminuer I'infection de cette cellule par un vims et/ou la 
replication d'un virus dans cette cellule (i.e., pour ameliorer ia resistance virale 
de cette cellule), comprenant la mise en contact de cette cellule avec un ou 
plusieurs polypeptides, anticorps ou fragments d'anticorps tels que definis ci- 
avant L'invention conceme egalement toute population de cellules incubee en 
presence de polypeptides, d'anticorps ou fragments d'anticorps tels que 
definis ci-avant De telles populations peuvent etre plus particulierement des 
cellules PBMC ou d'autres cellules du systeme immunitaire, eventuellement 
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conditionnees dans un disposltif sterile. Preferentiellenrient. une telle 
composition cellulaire comprend generaienr>ent de 10^ a 10® cellules. Ces 
compositions cellulaires peuvent etre utiiisees pour Tetude du cycle viral, ia 
recherche de composes inhibiteurs ou d'associations de composes inhibiteurs, 
ou eventueflement pour diminuer les risques et les effets d'une infection virale 
in vivo apres administration. 

L'invention est aussi relative a une composition pharmaceutique 
comprenant, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
un vecteurtel que defini ci-avant dans lequel ia substance est un principe actif 
de medicament. 

L'invention conceme encore un vaccin comprenant, en association avec 
un vehicule physiologiquement acceptable, un vecteur tel que defini ci-avant 
dans lequel la substance est un antigene. 

La presente invention sera decrite plus en detail a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Leaende des Figures 

'^igure 1 : Representation de la stmcture d'un anticorps. 

^'^9^^^ 2 : Sequence peptidique des regions variables de la chaine 
lourde d'anticorps monoclonaux penetrants. Les regions CDR sont 
representees. Les representent des acides amines identiques. 

'^'q^'"^ 3 : Sequence des regions CDR2 et CDR3 des domaines VH 
d^anticorps anti-ADN penetrants dans les cellules. 

^'^^'^^ ^ ' Mise en evidence, par ELISA. de I'effet adjuvant in vivo des 
polypeptides de invention. 

^'^"^^ 5 : Activite de transfection d'ADN du peptide CDR2-3-PL19 dans 
les cellules CCL39. 

EiayreA: Polyfection de cellules 3T3 par le peptide K19.P3 a differents 
rapports peptide/plasmide. 
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Figure 7 : Polyfection de cellules 3T3 par le peptide K19-P3 en fonction_ 
du temps d'incubation des cellules avec le complexe. 

Figure 8 : Polyfection de cellules 3T3 en I'absence (Figure 8a) ou en 
presence (Figure 8b) d'un agent facilitateur : le glycerol. 

. Figure 9 : Polyfection de cellules CCL39 en I'absence (Figure 9a) ou en 
presence (Figure 9b) d'un agent facilitateur : le glycerol. 

Figure 10 : Titres infectieux et dosage de I'antigene p24 du VlHi prodult 
dans le milieu de culture de cellules mononuclees circulantes humaines (PBMC) 
traitees par differentes . preparations d'anticorps et infectees par VIH, Lai. 
Valeurs moyennes de trois experiences independantes. 

^'^Qure 11 : Titres infectieux et dosage de I'antigene p24 du VlHi produit 
dans le milieu de culture des PBMC humains traites par differentes preparations 
de polypeptides ou d'anticorps et infectees par VIH, souche BX 08. 

11A et 11B : Mesure des titres infectieux au jour 13 dans deux series 
d'experiences independantes (Experiences ill et V). 

lie : Quantification de I'antigene p24 dans les sumageants des cultures 
inoculees par la dilution 10'^ au jour 9. (Experience V). 



Figpre 1^ : Mise en evidence de I'inhibition de la synthese des proteines 
du CMV apres traitement avec le polypeptide K19-pF4.1 (PL), le peptide P3. ou 
aucun peptide (NT), avant I'infection virale (13a, 13b). pendant I'infection virale 
(13c) ou apres I'infection virale (13d). La revelation est effectuee au moyen d'un 
anticorps anti-pp150 (pour les proteines tardives). anti-ppBS (pour les proteines 
precoces) et anti-IE (pour les proteines tres precoces). 




Materiel et methorif > 



Souris et lionee ceilulaire.s : 
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Des souris BALB/c (N2B x NZW) F1 ont ete maintenues dans 
Tanimalerie de I'lnstitut Pasteur. Les cellules suivantes d'especes differentes 
et de tissus differents sont utilisees : cellules RK2 (Fibroblastes de rein), 
cellules GMA-32 (poumon de hamster), cellules 3T3 (Fibroblastes d'embryon 
de souris) cellules CCL39 (fibroblastes de hamster), cellules HeLa (Carcinome 
Cen/ix humain). cellules VERO (rein de singe), cellules HEp-2 (Carcinome de 
larynx humain), cellules JURKAT et cellules CEM (lymphoblastes T humain) 
toutes disponibles a la Collection ATCC. Ces differents types cellulaires ont 
ete cultives en milieu RPMI ou en milieu DMEM contenant 10 % de serum de 
veau foetal inactive et supplemente par de la L-glutamine, du pyruvate de 
sodium et des acides amines non-essentiels ainsi que des antibiotiques 
(milieu de culture complet) a 37°C dans une atmosphere humidifiee a 5 % de 
CO2. 



Anticorps monoclonaux 



La preparation et I'isolement des anticorps monoclonaux J20.8, F4.1 et F14.6 ont 
ete decrits dans la demande de brevet FR N° 9508316. Ces anticorps sont des 
anticorps polyreactifs anti-ADN et reconnaissant egalement differents antigenes 
tels que notamment les peptides 22-37 et 45-60 de la proteine Tat. Ces anticorps 
sont des lgG2a murines. L'anticorps anti-TAT utilise est un anticorps monoclonal 
murin IgGI monoreactif reconnaissant la proteine TAT du VIH-1. 

Ces anticorps ont ete purifies sur colonne de proteine A Sepharose (Ey 
et al., Immunochemistry 15 (1978) 429). La polyreactivite de ces anticorps 
purifies, vis-a-vis de I'ADN double-brin d'une part et d'autre antigenes d'autre 
part a ete testee par ELISA en utilisant des methodologies decrites dans la 
litterature (Guilbert et al...J. Immunol. 128 (1982) 2779). 



Svnthesfi Peptidiq ue 
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Les syntheses peptidiques ont ete realisees selon les techniques 
connues de I'homme du metier. Ainsi. les peptides sont produits par synthese 
en phase solide sur resine Fmoc. Le clivage est realise par I'acide 
trifluoroacetique (TFA) et les peptides ont ete purifies sur colonne HPLC-RP 
C5 semi-preparative (Eurosil Bloselect 5p. 300 A (1:6 x 25 cm)) et elues a 1.1 
ml/mn avec une solution 0,1% TFA et un gradient d'acetonitrile (10-70%). Les 
peptides lyophilises ont ete dissous dans du NaCI 0.15 mM et sterilises sur 
filtre 0,22 pm. Pour determiner la concentration en peptide, des aliquots ont 
ete hydrolyses a 110X en presence d'HCI 6N - 2% phenol puis analyses sur 
un analyseur d'acides amines Beckman 6300. 



Souches virales 

Les experiences decrites ci-apres ont ete realisees en utilisant les 
souches virales suivantes : VIH-1 souche BX 08 (isolat primaire de sous-type B) ; 
VIH-1 souche Lai ; poliovirus type 1 (souche sauvage PV1 Mahoney et souche 
attenuee PV1 Sabin) ; cytomegalovirus souche Ad 169 et Herpes Virus Simplex 
de type I. 



Exempies 

1. SeQuenpaoe des anticoms monocinn any 



La sequence nucleotidique des regions VH et VL des anticorps 
monoclonaux J20.8, F4.1 et F14.6 a ete detenninee. Pour cela, I'ARN total a 
ete extrait des cellules d'hybridomes en utilisant la technique de thiocyanate 
de guanidine (Schwartz et a!., Biol. Cell. 73 (1991) 7) puis separe par 
electrophorese sur un gel de formaldehyde/Agarose. Les ARN messagers 
ainsi obtenus ont ensuite ete transformes en ADN complementaires en 
utilisant un kit de transcriptase reverse (Life Technologies. Eragny. France) et 
utilises comme amorce dans des reactions d'amplification (PGR) en utilisant 
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I'ADN polymerase Taq (Boehringer, Mannheim, FRG) en suivant les 
recommandations du fabricant. Les amorces oiigonucleotidtques utiiisees pour 
generer les ADN complementaires sont : 

• d'une part une amorce correspondant aux sequences conservees 
des immunoglobulines lgG2a : 

5'-GTTCTGACTAGTGGGCACTCTGGGCT (SEQ ID n" 11) 

• et d'autre part, quatre amorces pour la region VH : 

5'-GAGGTTGAGCTCGAGCAGTCTGGGGC (SEQ ID n" 12) 
5-GAGGTGAAGCTCGAGGAATCTGGAGG (SEQ ID n" 13) 
5'-GAAGTGCAGCTCGAGGAGTCTGGGG (SEQ ID n° 14) 
5 - GAGGTTCAGCTCGAGCAGTCTGGAGC (SEQ ID n° 15) 

Les produits d'ampiificatlon par PGR ont ensuite ete purifies en utilisant 
le kit Geneclean (Bio 101, Vista. OA). Le sequen^age chimique a ete realise 
par Genome express (Grenoble, France). Les sequences nucleotidiques ont 
ete anaiysees en utiiisant les banques de donnees GENBANK et EMBL 
consen/ees a L'Institut Pasteur (Unite d'Informatique Scientifique) en utilisant 
le logiciel d'analyse des sequences (GCG) (Devereux J., The GCG Sequence 
Analysis Software Package. 1989). et les sequences d'acides amines 
correspondantes ont ete deduites. 

La sequence des regions VH de ces anticorps est representee sur la 
Figure 2. L'alignement de ces sequences permet de localiser les regions CDR 
presentes dans ces sequences (CDR1, CDR2 et CDR3). Get alignement 
pemnet en outre de mettre en evidence I'existence d'une homologie structural 
importante entre les regions CDR2 et de caracteristiques structurales 
communes entre les regions CDR3. notamment la presence de residus 
basiques (arginine et lysine). Les sequences de regions CDR2 et CDR3 
d'autres anticorps sont presentees sur la figure 3. 
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2. Constmction de polypeptides penetrants 

A partir des sequences presentees sur la figure 1, differents 
polypeptides comportant tout ou une partie de la region CDR3 et/ou de la 
region CDR2 des anticorps ont ete prepares. La synthese a ete realisee par 
des synthetiseurs de peptides (Cf materiel et methodes). Les polypeptides 
suivants sont synthetises, dans lesquels m vaut 1 ou 0 : 

C PR3; 
SEQ ID N° 1 : 

(Thr)„-(Arg)„-(Gln)^-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala-(M-D-Y-W-G-Q-G-T)m 
Une variante de cette sequence est par exemple la sequence 
TRQKYNKRA{MDYWGQGT)m. Une autre variante (homologue fonctionnel) 
est par exemple la sequence Ala-Arg-Gin-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala-Met-Asp- 
Tyr (SEQ ID n" 8). 

SEQ ID n" 2 : 

(Thr)fT,-(Arg)„,-(Gln)m-Lys-Tyr-Gly-Lys-Arg-Gly-(M-D-Y-W-G-Q-G-T)m 
Une variante de cette sequence est par exemple la sequence 
TRQKYNKKRG(MDYWGQGT)m. 

SEQ ID n° 3 : 

(Thr)^-(Arg)^-(Gln)^-Ala-Arg-Ala-Thr-Trp-Asp-Trp-(F-A-Y-W-G-Q-G-T)m 
Une variante de cette sequence est par exemple la sequence 
TRGARATWDW(FAYWGQGT)m. 

Dans les sequences 1-3 ci-dessus, MDYWGQGT = Met-Asp-Tyr-Trp- 
Gly-Gln-Gly-Thr et FAYWGQGT = Phe-Ala-Tyr-Trp-Gly-Gln-Gly-Thr. En outre. 
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la fomnule (a-b-c)m signifie que un seul. plusieurs ou tous les residus 
mentlonnes dans la parenthese sont presents ou non. 



CPR2 : 
SEQIDnM: 

(Val)n,-(Ala)„-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr- 
Val-Lys-Gly-(Arg)„-(Phe)^-(Thr)^ (CDR2(1)). Une variante de cette sequence 
est par exemple la sequence VAYISRGGVSTYYSDTVKGRF ou 
VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFT. 



SEQ ID n" 5 : 

(Val)^-(Ala)^-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Gly-lle-Phe-Tyr-Tyr-Glu-Asp-Ser- 
lle-Lys-Gly-(Arg)„-(Phe)„ (CDR2(2)). Une variante de cette sequence est par 
exemple la sequence VAYISRGGIFYYQDSIKGRF. 

SEQ ID n" 6 : 

(VaI)^-(AlaL-Ala-lle-Ser-Arg.Gly-Gly-Gly-Tyr-Ser-Tyr-Tyr-Leu-Asp-Ser- 
Val-Lys-Gly-(ArgL-(Phe)^-(Thr)^-{lle)^ (CDR2(3)). Une variante de cette 
sequence est par exemple la sequence VAAISRGGGYSYYLDSVKGRFTI 



CDR2-3 • 



SEQ ID n' 7 (peptide P3 ou pF4.1) : 

Val-Ala-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr-Val- 
Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala. Une variante de cette 
sequence est par exemple la sequence 

VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRAVAY. 



CDR2-3 fonctionnaiiRA • 
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Biotinyl-Val-Ala-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp- 
Thr-Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala- 
(correspondant a ia sequence SEQ ID n" 7) 

• Cys-Val-Aia-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr- 
Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala- (SEQ ID n" 9). 

Dans la sequence SEQ ID n" 9. on introduit par la cysteine un 
groupement actif (SH), pour faire le couplage a une autre substance. 

CDR2 fonctionnalise : 

Biotinyl-VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFT (Biotinyl-Val-Ala-Tyr-lle-Ser- 
Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr-Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr). 
correspondant a la sequence SEQ ID n° 4. 

CDR3 fonctionnalise : 

Biotinyl-Ala-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala-Met-Asp-Tyr 
(correspondant a la sequence SEQ ID n" 8). 

3. Etude de la Penetratin n des Doivpeptides dans les nftlliilp.-; 

Des fibroblastes PtK2 en culture, ensemencees la veille a raison de 5 x 
lO'' cellules par puits sur des lamelles de verre. sont incubees a ST'C, 1-18 
heures dans du milieu de culture RPMI 1640 (ou DMEM) complet (10% de 
semm de veau foetal. 2 mM L-glutamine et 1 mM pyruvate de sodium) 
contenant un polypeptide de I'invention biotinyle (5-20 pg/ml). Les cellules 
sont ensuite lavees avec du PBS et fixees avec 2% de p-formaldehyde a 4X 
pendant 10 minutes puis lavees avec du PBS. 



wo 99/07414 




PCT/FR98/01740 



Les cellules sont ensuite incubees avec une solution de streptavidine 
conjuguee a ia peroxydase a 5 pg/ml dans !e PBS pendant 30 minutes, puis 
lavees au PBS et incubees dans le substrat cytochinnique de la peroxydase 
(diaminobenzidine + H2O2). Apres lavage, les cellules sont examinees au 
5 microscope. 

Les resultats obtenus montrent que. apres 1 heure de culture, les 
polypeptides comportant tout ou partie d'un CDR3 sont visibles par ia 
coloration de la peroxydase dans le cytoplasme de toutes les cellules et dans 

10 ie noyau d'un grand nombre de cellules. Les resultats montrent en outre que 
le polypeptide CDR2-3 (notamment le polypeptide pF4.1 de sequence 
SEQ ID n"" 7) penetre massivement et rapidement dans les cellules, et atteint 
en majorite le noyau desdites cellules. Ces resultats montrent done qu'il est 
possible, a partir d'une fragment de type CDR3. de generer des polypeptides 

15 ayant une capacite elevee de penetration cellulaire. 

4. Penetration des vecteu rs polvpeptide-streptavidine couolee aux 
enzymes dans les cellules. 

20 Cet exemple illustre comment les polypeptides de I'invention peuvent 

etre couples a une substance active, et utilises pour vehiculer ladite substance 
dans les cellules. 

Les vecteurs sont prepares en incubant 1,4 pg de polypeptide CDR2-3 
(pF4.1) biotinyle avec 10 pg de streptavidine conjuguee a la peroxydase ou a 

25 la phosphatase alcaline dans un volume de 10 pi pendant 15 minutes a la 
temperature du iaboratoire. Le melange est ensuite dilue dans 0.5 ml de 
culture complet avant d'etre depose sur les cellules en culture. Apres 2 heures 
de culture, lea cellules sopt^vees au PBS, fixees au p-paraformaldehyde. 
lavees puis incubee dans le substrat cytochimique de la peroxydase 

30 (diaminobenzidine + H2CO2) ou celui de la phosphatase alcaline (Naphtol 
AsMx + le sel de tetrazoiium Fast Red). 



wo 99/07414 




PCT/FR98A)1740 



Les resultats obtenus montrent que I'on detects les enzymes 
correspondants au niveau du cytoplasme de toutes les cellules de la culture et 
falblement jusqu'a intenserhent dans la majorite des noyaux de ces cellules. 
En revanche, aucune coloration intracellulaire n'est observee quand les 
cellules sont Incubees en presence de streptavidine couplee a la peroxydase. 
streptavidine couplee a la phosphatase alcaline ou avec la streptavidine ou les 
enzymes sous leurs formes natives. 



5- Construction et activite d'un nnlvr>f> ptide rnmp n rtant des rpgiHp c 
lysine supplementaireR 

Un polypeptide CDR2-3-PL19 (polylysine) (egalement designe K19-P3 
ou K19-PF4.1) a ete synthetise et purifie (ALTERGEN). La sequence de ce 
polypeptide est la suivante : 



(NH2-(K19)-VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRA-COOH) 
SEQ ID n" 10. 

Les cellules CCL39 (fibroblastes de Hamster) (5 x 10^) cellules) sont 
mises dans des plaques de cultures 24 puits 18 heures avant la transfection 
dans du milieu de culture MEM + 10% SVF (semm de veau foetal). Les 
transfections sont realisees dans du MEM + 10% SVF sans aucun autre agent 
auxilliaire (CHLOROQUINE). Le peptide-PL et la polylysine libre PL 
(con-espondant a 19 lysines) sont complexes avec le plasmide pCMVLUC 
(respectivement a 24 pg et 70 pg pour 6 pg de plasmide) pendant 30 minutes. 
Puis le complexe est ajoute goutte a goutte sur les CCL39. Apres 5 heures 
d'incubation. le milieu est remplace par du milieu frais. L'expression de la 
lucrferase est detemiinee 24 heures apres. Les cellules sont lavees 2 fois 
avec du PBS. Apres le lavage les cellules sont lysees avec 100 pi de tampon 
de lyse (PROMEGA) pendant 10-15 minutes. Les cellules sont ensuite 
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centrifugees 7 minutes a 4''C pour enlever les debris cellulaires. 20 pi de ce 
lysat est melange avec 100 pi du tampon luciferase (PROMEGA). Les unites 
relatives de la luciferase (RLU) sont enregistrees sur un LUMAT LB9501 
(BERTHOLD). La concentration des proteines est determinee par le Kit 
5 BIORAD PROTEIN ASSAY-1 et ie taux de luciferase dans cheque echantillon 
est normalise par mg de proteine, chaque transfection etant reaiisee trois fois. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 5. lis montrent que le 
peptide-PL transfecte en milieu complet et sans aucun agent auxiliaire avec 
10 une efficacite de 2 x 10^ RLU/mg de pnoteines soit environ 1000 fois plus que 
la polylysine seule et autant qu'un peptide recemment decrit (Wadhv»/a et al., 
Bioconjugate Chen. 1997. 8:81-88.). mais dont I'activite est dependante de la 
presence de lOOpM de chloroquine. 

15 La transfection des cellules par le polypeptide CDRK19-P3 est done 

particulierement avantageuse puisqu'elle peut etre reaiisee dans un milieu de 
culture complet et en absence d'agent auxiliaire. Actuellement les systemes 
de transfection utilisant la polylysine necessitent tous I'addition d'agent 
auxiliaire. le plus souvent la chloroquine qui est toxique pour les cellules. Cette 

20 chloroquine permet d'eviter la degradation dans les lysosomes des complexes 
conjugues-polylysine internalises par la voie classique d'endocytose. 

La presente invention, au contraire, ne necessite pas I'emploi de tels 
agents auxiiiaires. 
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6. 



Polvfection de cf»HiilP« 5 3T3 avp»r le oeptirift K19-P/t 
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Get exemple Jllustre les proprietes de transfert d'acides nucleiques des 
peptides de l"invention dans les cellules 3T3. 
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Les cellules 3T3 (8x10'' cellules) ont ete etalees dans des plaques de 
24 puits le jour precedent la transfection. Les polyplexes entre le plasmide 
pCMV LUC et le peptide K19-P3 ou les peptides controles CW-K19 et K19 ont 
ete prepares par Incubation 20 minutes a 20°C de 3pg de plasmide dans 50 pi 
de NaCI 0.15 M, et de quantites variables de peptide. Plus particuiierement, 
les polyplexes ont ete realises a des stoechiometries allant de 0,05 a 1,4 
nmoles de peptides par pg d'ADN. 

Feu avant la transfection, ie cellules ont ete lavees, puis incubees pour 
des periodes variables avec 0,5 ml de milieu de culture complet. Les 
polyplexes ont ete ajoutes aux cellules pendant 1 h 15, 2 h 30. 5 h 30 et 24 h 
a 37X dans une atmosphere humidiflee (92% air, 8% CO2). Le milieu a ete 
eiimine et les cellules incubees a nouveau pendant 24 heures a 37''C dans 1 
ml de milieu frais. Chaque experience a ete reaiisee au moins en triple. 
L'activite luciferase a ete determtnee comme dans I'exemple 5. 
Les resultats obtenus sont presentes sur les figures 6 et 7. 
La figure 6 montre une augmentation de Texpression de la luciferase 
correlee a I'augmentation de la concentration en peptide, l'activite maximum 
etant observee a une concentration de 0,6 nmole de peptide/pg d'ADN. Cette 
concentration con-espond a un rapport de charges R = 4.4. Aux concentrations 
plus elevees, I'expression demeure constante. 

La figure 7 montre par ailleurs que. a un rapport de charges R = 4.4. 
••exposition des cellules pendant 24 heures au polyplexe n'induit aucune 
toxicite. Apres 5 h 30 d'incubation, l'activite luciferase mesuree est de 2-3 x 
10' RLU /mg de proteine pour le peptide K19-P3. La transfection apres 24 h 
d'incubation est augmentee d'un facteur 1,3 environ par rapport a une 
incubation de 5 h 30. 



Polvfection en prAs^n ce ciet gly r^^r/^i 
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Get exemple montre que I'efficacrte de transfection peut.etre ameiioree 
en utilisant une composition comprenant un peptide de I'invention et un 
stabiiisant, tel ie glycerol. 

Dans cet exemple, les transfections ont ete realisees sur cellules 3T3 et 
CCL39, comme decrit dans I'exemple 6, dans un milieu complet contenant ou 
non du glycerol (0,23 M). a un rapport de charge peptide/ADN de 2.2 
(incubation 5 h 30 a 37'*C). 

Par ailleurs, a titre comparatif, une transfection a ete effectuee en 
presence de polyethylene immine (PEI) 25 kDa (Aldrich. St Louis. MO), a un 
rapport de charge de 2, 2 en presence de glycerol et de 5 en absence de 
glycerol. 

Les resultats obtenus sont presentes sur les figures 8 et 9. 

Ces resultats montrent que Ie glycerol (0,23 M) induit une augmentation 
de la polyfection (determinee par mesure de I'activite luciferase) d'un facteur 
superieur a 5. et pouvant atteindre 40. Ainsi. dans les cellules CCL39 (figure 
9). une augmentation d'un facteur 38 a ete mise en evidence, ce qui illustre 
I'interet d'une composition de I'invention comprenant du glycerol, notamment 
pour la transfection de cellules difficiles a transfecter. Par ailleurs. des 
resultats similaires ont ete obtenus en faisant varier la concentration en 
glycerol du milieu, jusqu'a un niveau de 1.1 5M. 

Les resultats presentes sur les figures 8 et 9 montrent egalement que 
les peptides de I'invention. qui sont non-toxiques et de structure simple et 
definie. presentent une efficacite de transfection superieure au PEI 25kDa en 
presence de glycerol, a la fois sur les cellules 3T3 et CCL39. 

^- Utilisation d'un polvp ppt ide nnmmp i mmunnarii nuanf 

Le vecteur est forme en iaissant en incubation pendant 15 minutes 14 
pg de polypeptide CDR2-3 biotinyle + 40 pg de streptavidine conjuguee a la 
peroxydase (Sigma) puis dilue dans 0.1 ml de PBS avant d'etre Injecte a 
chaque souris. L'injection se fait dans les coussinets plantaires. Les souris 
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temoins re^oivent 40 pg de streptavidine conjuguee a la peroxydase dans 0,1_ 
ml de PBS. 

Les souris sont saignees toutes les semaines. Une injection de rappel 
est effectuee dans les memes conditions un mois apres la premiere injection. 
Par un test ELISA. on observe que les souris ayant repu ie complexe CDR2-3- 
streptavidine conjuguee a ia peroxydase repondent en anticorps IgG anti- 
streptavidine et anti-peroxydase. mais tres peu en IgM, avec des valeurs 
nettement plus elevees que celies qui ont re?u la streptavidine conjuguee a la 
peroxydase seuie et ceci des Ie 14eme jour (Figure 4). L'injection de rappel 
entraTne une augmentation du titre en anticorps dans ies deux groupes. mais 
les valeurs sont toujours superieures dans Ie groupe ayant repu Ie complexe. 
Sur la base de ces resultats, il apparaTt done que dans les conditions testees. 
les polypeptides de {'invention sont capables d'augmenter. d*un facteur 4 a 8 
au moins, Ie titre des anticorps diriges contre un antigene donne. 

Les memes experiences peuvent etre reproduites en utilisant comme 
antigene non plus une proteine, mais un acide nucieique codant pour ledit 
antigene. Par ailleurs, ces experiences peuvent egalement etre repetees dans 
les memes conditions avec un polypeptide comportant des residus basiques 
supplementaires, notamment une polylysine. 

9. Inhibition du VIH 

Cet exemple iliustre les proprietes antivirales des anticorps polyreactifs 
selon Tinvention sur Ie VIH-1, souche Lai. 

Cellules 

Les cellules cibles du VIH uUlisees sont des cellules mononucleees du 
sang peripherique (PBMC) humain. Ces cellules sont obtenues a partir de sujets 
sains par toute technique connue de I'homme du metier (gradients FicoII. 
leukapherese, etc). Les PBMC sont actives par ia phytohemagglutinine pendant 
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3 jours environ et maintenus en culture a 37''C en atmosphere CO2, en presence 
d'interieukine 2. 



Dosage de I'sntioene d24 
. La proteine p24 a ete dosee dans les sumageants de culture des cellules 
par test ELISA en utilisant un kit commercial (Diagnostic Pasteur). 

Des cellules mononucleees peripheriques humaines (PBMC), apres 
activation par ia phytohemagglutinine, ont ete incubees a differentes 
concentrations avec les trois anticorps J20-8, F14-6 et F4-1 pendant 4 heures a 
37°C. Apres elimination des anticorps, les cellules ont ete infectees par des 
dilutions successives de VIH, Lai (1 heure a 37°C). lavees, incubees avec du 
milieu de culture frais en presence ou non d'anticorps et les surnageant ont 6te 
examines tous les 3 ou 4 jours pour ia presence de I'antigene P24 du VIH, pour 
evaluer le niveau de replication virale dans les cellules traitees ou non. Les 
resultats de ces titrages du VIH, Lai sur des PBMC traites ou non par les 
anticorps sont presentes sur la figure 10. Ces resultats montrent que I'anticorps 
F4-1 est capable de reduire d'environ 2 log le titre du virus comparativement aux 
cellules non traitees ou traitees par I'anticorps monoreactif antl-TAT. De plus, ces 
resultats demontrent egalement que I'anticorps F14-6. qui n'inhibe pas le VIH, 
quand il est teste seul. provoque une reduction du titre infectieux en synergie 
avec I'anticorps J20-8 qui seul ne possede pas d'activite inhibitrice. 

II est fort probable que Taction des anticorps selon I'invention s'exerce une 
fois que I'anticorps a penetre a I'interieur des cellules, comme illustre par le fait 
qu'une pre-incubation des cellules avec I'anticorps permet d'induire une inhibition 
forte de I'infectiosite du VIH,. En outre, des experiences preliminaires indiquent 
que le traitement par les anticorps ne modifie pas la reconnaissance virus- 
cellules via la molecule CD4, ce qui suggere un effet specifique et Intracellujaire 
des anticorps de I'invention sur I'infectiosite et la replication du VIH. 



10. Inhibition riii VIH 
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Cet example iliustre a nouveau les proprietes des compositions selon 
rinvention, notamment des polypeptides, sur un autre isolat du VIH. 



Des cellules mononucleees peripheriques humaines (PBMC) sont actlvees 
en presence de phytohemagglutinine pendant 3 jours, puis resuspendues dans 
un milieu de culture en presence d'intei1euklne-2. Les cellules sont ensuite pre- 
incubees, pendant 4 heures a ZT'C, avec25 pg ou 50 pg pour 2.10® cellules des 
polypeptides ou anticorps suivants : 



- Peptide P3 : ce peptide correspond au peptide pF4.1 de sequence SEQ 
ID NO: 7 

- Peptide P3PL : ce peptide con-espond au peptide K19-pF4.1 de 
sequence ID NO: 10 

- Anticorps F4-1. 

A titre comparatif, les cellules ont egalement ete incubees en presence 

d'AZT. 

Apres incubation, les cellules sont lavees dans du milieu de culture frais 
puis infectees avec 0,5 ml de dilution virale de VIH-1, souche BX 08 (de 10"^ a 
10-^ ou de lO""* a 10"* selon les experiences) sur un cuiot de 2.10® cellules 
pendant 1 heure a 37'C. Les cellules sont ensuite lavees 3 fois dans du milieu 
frais et resuspendues dans du milieu contenant les peptides ou anticorps ci- 
dessus (12,5 pg ou 25 pg) et reparties dans des plaques 48 puits a raison de 4 
puits par dose de virus et de peptide/anticorps. Le milieu de culture, contenant 
les peptides/anticorps. est change tous les 3 a 4 jours. Ensuite. la production 
virale (consequence de I'infection et de la replication) est estimee par dosage de 
rantigene p24 dans les sumageants de culture, dans les conditions decrites dans 
les Materiels et Methodes..; 

Les resultats de plusieurs series d'experiences sont presentes sur les 
figures 11A, 118 et 11C. 
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Comme dans I'exemple 9, ces resultats illustrent la capacite d'anticor£S 
polyreactifs anti-ADN ou des polypeptides de reduire la replication du VIH dans 
des cellules cibtes, a dilferentes doses. 

. 11. Inhibition du Poliovims 
Cet exemple illustre les proprietes antivirales des produrts de I'invention, 
sur des poliovirus. 

Afin de tester le pouvoir inhibiteur des peptides K19 pF4.1. K19 pJ20.8. 
K19 pF14.6 sur la replication du poliovirus, deux souches de poliovirus de type 1 
(PV1 ) ont ete utilisees : la souche sauvage PVA/Mahoney et la souche attenuee 
PV1/Sabin. Le pouvoir inhibiteur des peptides a ete evalue en mesurant le 
facteur de diminution du titre d'une suspension virale de poliovirus en presence 
de peptide. Le titre des suspensions virales est determine en dose 
cytopathogene 50 (DCP50) par ml sur des cellules epithellales humaines Hep-2c 
par une microtechnique en dilution limite (Melnick et al., 1979. Melnick. J.L., 
Wenner, H.A. and Philips, C.A. (1979). Enteroviruses. In "Diagnostic procedure 
for viral, rickettsial and chlamydial infections" (E.H. Lennette and N.J. Schmidt. 
Eds), pp. 471-534. American Public Health Association. Washington, D.C.). Le 
facteur de diminution du titre correspond done au rapport entre le titre de la 
suspension virale en absence de peptide et celui en presence du peptide teste. 

Materiel 

Peptides 

Peptides derives d'anticorps monoclonaux anti-DNA : K19 pF4.1 (SEQ ID 

NO:10): 

K19pFJ20.8 

(K)j9-y-A-Y-l-S-R-G-G-G-l-F-Y-Y-Q-D-S-l-K-G-R-F-T-R-E-K-Y-G-K-R-G-M-D-Y, 



K19 pF14.6 

(K)i9-A-I-S-R-G-G-G.Y-S-Y-Y-L-D-T-V.K-R-T-A-R-A-T-W-D-W-F-A-Y. 



wo 99/07414 



44 



PCT/FR98AH740 



Peptide utilise comme controle negatif : K19 PT correspondant a un peptide de 
I'ovalbumine de 20 acides amines portant du cote N-terminal 19 lysines. 

. Vims 

Souche sauvage de poliovinjs de type 1 : PV1/Mahoney 
Souche attenuee de polioviais de type 1 : PV1/Sabin 

Cellules 

Cellules epitheliales humaines Hep-2c ayant pour origine un caminome 
epidermoide du larynx. 



Protocole 



Au jour 1 . les cellules ont ete mises en culture. Pour cela. une suspension 
a 2,5 10^ cellules/ml dans du milieu MEM. 10% de serum de veau foetal (SVF), 
0,5% gentamycine a ete preparee. et 5 plaques de 96 cupules avec 200 
Ml/cupule (soit 5.10^ cellules/cupule) ont ete ensemencees. Les cellules sont 
incubees a ST'C en presence de 5% de C02. 

Au jour 0, les cellules sont preincubees avec les peptides pendant 2 
heures. Pour cela. les peptides indiques ci-avant ont ete dilues a 50 pg/ml dans 
du milieu MEM. 10% SVF. 0.5% gentamycine. Les cupules sont videes par 
aspiration, puis 100 pi /cupule de milieu + peptide (une plaque par peptide) sont 
ajoutes. A titre de controle. une plaque avec 100 yl/cupule de milieu sans 
peptide pour le titrage de la suspension virale en absence de peptide est 
preparee. Le melange est incube 2 heures a 37»C en presence de 5% de C02. 

Parallelement, des dilutions de suspensions virales sont preparees, de 10 
en 10 jusqu'a 10-^. puis des cfriutions de 4 en 4 jusqu'a 10^:« dans du milieu 
MEM, sans SVF. 0.5% gentamycine (50 pl/cupule et 4 cupule/dilution). 

Pour I'utiiisation lors de infection, les peptides sont dilues dans du milieu 
MEM. 3% SVF. 0.5% gentamycine de fa^on a obtenir une concentration finale de 
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peptide a 25pg/ml (sachant que pour le test on ajoute 150 pi de milieu contenajit 
le peptide sur 50 p\ de dilution virale). 

L'etape d'infection a ete realisee par vidage des cupules (par aspiration) 
puis ajout des elements suivants : 
5 - 150 pl/cupule de peptide dilue ou de milieu pour la plaque non traitee, 

- 50 |jl/cupule des dilutions virales 10*^'® a 10"®'® a raison de 4 
cupules/dilution. 

Incuber a 37''C pendant 5 jours en presence de 5% de C02. 

5 Jours apres Tinfection. les titres en DCP50/ml sont determines comme 
10 decrit ci-avant. 

Les resultats obtenus sont presentes dans le Tableau ci-dessous et sur la 
figure 12. Ces resultats montrent la capacite des polypeptides de Tinvention, 
seuls, a inhiber la replication de differentes souches de poliovirus. 



15 



Tableau 



Virus 


Peptide 


LOG (TITRE/ML) 


Facteur de 
diminution du titre 


PVI/Mahoney 


sans 


9.65 






K19 pF4-1 


8.75 


8 




K19 pJ20-8 


8,9 


6 




K19 PF14-6 


9,05 


4 




K19 FT 


8,75 


8 


PV1/Sabin 


sans 


9.5 






K19 pF4.1 


8 


32 




K19 PJ 20-8 


8.6 


8 




K19pF14-6 


8.6 


8 




K19PT 


8.6 


8 



En particuiier, ces resultats montrent que ie peptide K19-pF4.1 possede 
un effet inhibiteur de la replication du poliovirus de type 1 tres prononce. d'un 
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facteur superieur a 30. Cette experience illustre les multiples applications deja 
presente invention, a I'inhibition de differents types de virus. 



12. Inhibition de la replication du cvtomenaloviais fCMV^ 

Cet exemple illustre les proprietes antivirales des composes selon 
'invention sur le cytomegalovims. 



Materiel : 

Cellules : 

Des fibroblastes diploides humains et des astrocytomes humaines 
primaires (U373 MG) ont 6te utilises, lis sont cultives dans du milieu Dulbecco 
additionne de 2mM de glutamine et 10% de serum de veau foetal. 

Peptides : 

Le compose utilise est le derive peptidique K19-pF4-1. 
Virus : 

La souche Ad169 de CMV (ATCC VR538) a ete utilisee. La titration du 
CMV se fait par le comptage des plages fonnees sous la carboxymethyl-cellulose 
(0.6%). 



Procede : 

Les cellules ont ete traitees par la trypsine. lavees. distributes dans les 
puits de plaques de culture a raison de 10^ par puits et cultivees pendant 6 a 24 
heures, Les polypeptides, en soluUon sterile, ont ete ajoutes aux cultures a une 
concentration finale de 25 'a 50 pg/ml. Les cellules sont infectees a une 
multiplicite d'infection de 1 pfu/cellule. 

Trois modes operatoires ont ete suivis : 
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a) les polypeptides- sont ajoutes 4 heures avant I'infection virale _ 

b) ies polypeptides sont ajoutes en meme temps que le vims 

c) les polypeptides sont ajoutes apres I'absorption du virus sur les cellules (2 
heures a 37°C). 

L'effet antiviral est evalue : 

1) visuellement en observant au microscope optique I'aspect 
morphologique des cellules, 

2) en titrant ia multiplication virale par comptage des plages formees 5 
jours apres I'infection, et 

3) en analysant par Western-blot I'apparition des proteines tres precoces. 
precoces et tardives de I'infection virale. 

Resultats 

Les resultats obtenus montrent que : 

1) Les cellules traitees avec le K19-pF4-1, avant ou en meme temps que 
I'infection virale. ne presentent pas de modifications morphologiques (effets 
cytopathogenes : ECP). Au contraire, les cellules traitees avec le K19-pF4.1 a la 
fin de I'adsorption virale presentent des ECP importants a 24 et 48 heures apres 
infection. Les cellules noh traitees ou traitees apres I'adsorption virale avec le 
K19-pF4.1 ou de la polylysine libre de 19 residus (K19) montrent des ECP 
importants. 

2) La replication du virus est inhibee a 99.5% dans les cellules traitees 
avec le K19-pF4.1 avant. ainsi que en meme temps, que I'infection virale (Voir 
Tableau ci-dessous). 

3) Dans les cellules traitees avec K19-F4.1 avant I'infection virale. on ne 
note pas I'apparition ni de§ prptelnes precoces. ni des proteines tardives du CMV 
(Figures 13a et 13b). Dans les cellules traitees avec K19-pF4.1 en meme temps 
que I'infection virale. on n'obseive pas Tapparition des proteines tardives, mais 
on note I'apparition, cependant diminuee en quantite. des proteines tres 
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precoces (Figure 13c).. Le K19-pF4.1 n'a pas d'action s'il est ajoute aux cellules 
apres I'adsorption virale (Figure 13d). 

En conclusion, ies resultats presentes montrent que le polypeptide K19- 
pF4.1 inhibe significativement la replication du CMV lorsque Ies cellules sent 
traitees avec ce polypeptide avant I'infection virale. Le peptide, lorsqu'il est ajoute 
aux cellules en meme temps que le CMV est aussi efficace. mais peut etre, a un 
moindre degre (apparition d'antigenes precoces). 

Tableau 



NOMBRE D 


E PLAGES PORMEES 




Jour 1 








Moyenne 


SD 


% Reduct 


no Rx 


50 


50 


0 


33.333 


28,9 




K19-pF4.1 


100 


125 


75. 


100.0 


25,0 




Jour 4 














no Rx 


18000 


50750 


31500 


33416.7 


16458,9 




K19-pF4.1 


0 


250 


250 


166.7 


144,3 


99,5 



Titrages de CMV a 5 jours apres infection de cellules pretraitees avec K19-pF4.1 
a 25 pg/ml ou sans traitement (no RX). 



13 Inhibition du virus de I'herpes 



Cet exemple illustre Ies proprietes antiviraies des composes de invention 
sur le virus de I'herpes simplex. 

L'activite antivirale a ete determinee par mesure de I'effet cytopathogene 
(ECP) induit par un virus HSV-1 TK* (i.e.. exprimant la thymidine kinase) et par 
un virus HSV-1 TK' (i.e., n'exprimant pas la thymidine kinase, et done Insensible 
a TAZT). 

Les peptides et anticorps utilises sont Ies suivants : 
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K19, K19-pF4.1, K19-PJ20.8, K19-pF14.6 et F14.6. 

L'AcyclovirtS) a ete utilise comme compose anti HSV-1 TK* de reference 
(2 mg, MW 225, Wellcome). L'Acyclovir a ete dissout dans 2 ml de milieu DMEM 
1X supplemente par des antibiotiques. puis 50 pi de NaOH 1N ont ete ajoutes. 
Le volume a ete ajuste a 4,44 ml avec du milieu DMEM 1X, AB. et le pH a ete 
ajuste a 7-7,4 au moyen de HCI 1N. Les solutions neutralisees ont ete sterilisees 
sur des filtres 0.45 pm, puis conservees sous fomne d'aliquots a -20°C. La 
solution (10'^M) a ete diluee de 1/10 a 1/10"* juste avant emploi (a partir de 10" 
^M) et ajoutee a raison de 50 pi a 1 heure post-infection. 

Les stocks viraux (HSV-1 TK*, septleme passage sur cellules Vero. et 
HSV-1 TK', quatrieme passage) ont ete dilues au 1/100 dans du milieu de culture 
prealablement a leur distribution dans les plaques (SOpI / puits). 

Le test d'inhibition de I'ECP est un test semi-quantltatif. qui mesure le % 
de survie des cellules. Le protocole suivant a ete utilise : des cellules Vero ont 
ete trypsinisees (trypsine-Versene, Eurobio). reparties dans des plaques 96 puits 
a fond plat (Falcon), a raison de 2 x 10^ cellules par puits, dans 50 pi de milieu 
DMEM (Bioproducts) supplemente d'antibiotiques, de L-Glutamine et de 5% SVF 
(Eurobio), puis incubees pendant 24 heures. Les peptides/anticorps. sterilises 
sur filtre 0.22 pM, ont ete ajoutes a raison de 50 a 400 pg/ml (soit de 20 a 2.5 pg 
/ puits) selon le schema suivant : 

- H-24 : mise en culture des cellules 

- HO : Infection 

- H-2, H-1, HO. H+1 : Ajout des peptides 

- H+48 : Test ECP 

Au temps 48 heures post infection, le milieu est retire et les puits sont 
laves 3 fois avec 200 pi de tampon PBS sterile contenant du Ca^* et du Mg^*. de 
maniere a eliminer les cellules mortes. Du rouge neutre (RAL. 0,3%) a ete ajoute 
(100 pl/puits):et les cettules ont ete incubees pendant 2 heures suppl6mentaires. 
Les cellules ont ensuite ete lavees 3 fois comme decrit ci-avant pour eliminer le 
colorant non-incorpore aux cellules. Les cellules ont alors ete explosees par 
ajout de 100 pi de SDS ^% dans Teau distillee. Apres 1 heure a 4-C pour 
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permettre un relargage complet du rouge neutre, les cristaux ont ete dissous 
avec une pipette. Les bulles d"air ont ete detruites par courant d'air chaud 
(seche-cheveux) et les plaques ont ete lues, au moyen d'un lecteur de 
microplaques, a 570 nnr., en utilisant un filtre de reference a 630 nm. Le blanc de 
5 densite optique a ete realise sur Tair. 

Les controles suivants ont ete realises : 

- cellules temoin : non-infectees et non traitees, incubees avec le rouge neutre ; 

- virus temoin : cellules infectees avec dtfferentes dilutions d'un facteur 2 de 
virus, depuis Teffet ECP 100% (dilution 1/1 ) a un ECP 12,5% (dilution 1/8) ; 

10 - temoin antiviral : cellules traitees a Tacyclovir et infectees ; et 

- temoin de toxicite : cellules non-infectees, et traitees avec les differents 
peptides/anticorps. 

L'activite antivirale est determinee comme suit : 

(OD cellule + Virus + Peptide) - OD vims temoin 100% ECP 

15 AI = 100X 

OD cellules temoin - OD virus temoin 100% ECP 

Les resultats obtenus sont presentes dans les tableaux qui suivent. Les 
resultats montrent clairement une inhibition de Teffet ECP induit par un virus 

20 HSV-1 TK* et TK'. Ueffet observe est particulierement prononce pour le peptide 
K19-PJ20.8, qui est tres actif contre les deux souches virales. notamment 
lorsqu'il est incube prealablement ou simultanement a I'infection virale. 

Uensemble des resultats presentes ci-avant demontre done les proprietes 
antivirales importantes des anticorps/peptides de ('invention, seuls ou en 

25 combinaison, sur differents types de vims tels que le HIV, le poliovirus, le CMV et 
HSV-1. Ces resultats illustrent les applications des produits de Tinvention pour 
minimiser, In vitro, ex vivo ou in vivo les effets de I'infection virale. 

Tableaux controles 



VfRUS TEMOIN 


uiiution 


HSV1 TK* 


HSV1 TK" 
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0/0 (cellule controle) 


1,292 + 0,146 


1,292 + 0.146 


1/1 


0,163 + 0,060 


0,297 + 0.068 


1/2 


0.206 + 0,062 


0.216 + 0,072 


1/4 


0,217 + 0,041 


0,252 + 0,058 


1/8 • 


0,227 + 0,039 


0,289 + 0.029 


TEMOIN ANTIVIRAL (ACYCLOVIR®) 


cone. (M) / HSV 


HSV1 TK^ 


HSV1 TK" 


lo-'/o 


0,909 + 0,016 


0,789 + 0.160 


10"* /o 


1.027 dLO.042 


0,834 + 0,086 


lO'^/O 


0.975 + 0.093 


0.869 + 0.053 


10'° /O 


0.960 +.0,025 


0,816 + 0.001 


lO"-"/ HSV 


0,626 + 0,050 


0,289 0,055 




62% 


0% 


10^ /HSV 


0,587 + 0,149 


0,173 + 0,001 




49% 


0% 


10'=/ HSV 


0,223 + 0,017 


0,169 + 0.019 




7% 


0% 


10-^ /HSV 


0,235 + 0,032 


0,239 + 0.111 




9% 


0% 



Tableaux Tests 



HSV1 TK* H-2 ■ 1 


peptide pg/puits 


20 


10 


5 


K19 


0 


0 


0 


K19 pF4-1 


7 


2 


1 


K19 PJ20-8 


78 


44 


1 


.Kl9pFt4-6 


TOX^** 


TOX 


1 


F14-6 


0 


0 


0 
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W 


i 


* PCrr/F RyoAl 1 74U . 


(*) Toxique 








HSV1 TK' H-1 


peptide - |jg/puits 


20 


10 


5 


K19 


9 . 


6 


8 


K19 pF4-1 


28 


30 


13 


K19 PJ20-8 


89 


74 


27 


K19 PF14-6 


TOX 


TOX 


8 


F14-6 


0 


0 


0 




HSV1 TK* HO 


peptide - pg/puits 


20 


10 


5 


K19 


32 


14 


13 


K19 pF4-1 


28 


30 


13 


K19PJ20-8 


86 


71 


37 


K19pF14-6 


TOX 


TOX 


69 


F14-6 


0 


0 


0 






HSV1 TK H+1 




peptide - pg/puits 


20 


10 


5 


K19 


0 


0 


6 


K19 pF4-1 


.10 


12 


IL 


K19PJ20-8 


0. 


1 


0 


K19 pF14-6 ■ 


TOX 


TOX 


37 


F14-6 


0 


0 
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HSV1 TK' H-2 


peptide - pg/puits 


20 


10 


5 


K19 ■ 


0 


26 


27 


K19 pF4-1 


25 


5 


21 


K19PJ20-8 


0 


46 


55 


K19 PF14-6 


TOX 


TOX 


100 


F14-6 


0 


21 


24 




HSV1 TK" H-1 


peptide pg/pults 


20 


10 


5 


K19 


34 


4 


0 


K19 pF4-1 


47 


7 


25 


K19 pJ20-8 


100 


49 


29 


K19 PF14-6 


TOX 


TOX 


72 


F14-6 


0 


0 


0 



HSV1 TK' HO ] 


peptide - pg/puits 


20 


10 


5 


K19 


40 


2 


0 


K19 pF4-1 


42 


25 


15 


K1 9PJ20-8 


86 


56 


38 


K19 pF14-6 


TOX 


92 


81 


FU-6 


0 


P 


0 
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HSV1 TK" H+1 






— 


peptide - pg/puits 


20 


10 


5 


K19 


2 


0 


0 


K19 pF4-1 


1 


13 


1 


K19PJ20-8 


11 


3 


1 


K19 pF14-6 


TOX 


TOX 


26 


F14-6 


0 


0 


0 



L'ensemble de ces resultats demontre clairement que les polypeptides 
de I'invention, comportant une region d'un antrcorps. de preference 
comportant tout ou partie d'un CDR3, sont capables (i) de penetrer 
5 efficacement dans les cellules (ii) d'y vehiculer des substances, en particulier 
de taiile importante (iii), de jouer le role d'adjuvant In vivo en stimulant la 
reponse immunitaire contre un antigene donne et (iv) d'exercer une activite 
antivirale. En outre, les polypeptides de I'invention semblent meme pouvoir 
transporter des substances jusqu'au noyau des cellules, ce qui represente un 

10 interet evident lorsque les substances sont des acides nucleiques ou des 
molecules agissant sur les acides nucleiques. Par ailleurs, les polypeptides de 
I'invention semblent utiliser un mecanisme de penetration cellulaire different 
de la plupart des vecteurs utilises jusqu'a present. En particulier, les 
polypeptides de I'invention semblent echapper aux lysosbmes, ce qui 

15 constitue un avantage supplementaire dans la mesure ou un phenomene de 
degradation important se produit generalement dans ces compartiments 
cellulaires. 
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REVENDICATION.^ 



1 . Polypeptide caracterise en ce que : 

- tl est constitue d'un motif peptidique unique ou repete, et 
. - il comprend une sequence d'amino-acides iui conferant la capacite de 
penetrer dans des cellules et. le cas echeant, d'y vehiculer une substance 
d'interet. 

2. Polypeptide caracterise en ce que : 

- il est constitue d'un motif peptidique unique ou repete. 

- il comprend une sequence d'acides amines constituee d'un ou 
piusieurs fragment(s) different(s) d'anticorps. et. 

- il est capable de penetrer dans les cellules. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou partie d'une region hypervariable d'un anticorps. 

4. Polypeptide selon la revendication 1 ou la revendication 2 caracterise 
en ce qu'il comprend un fragment de la chatne lourde d'un anticorps. 

5. Polypeptide selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il comprend 
tout ou une partie de la region CDR3 d'un anticorps. 

6. Polypeptide selon la revendication 4 ou la revendication 5 caracterise 
en ce qu'il comprend tout ou une partie de ia region CDR2 d'un anticorps. 

7. Polypeptide selon la revendication 5 6u 6 caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou une partie de la region CDR3 et tout ou une partie de la 
region CDR2 d'un anticorps. 

8. Polypeptide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il consiste 
essentieliement en une fusion entre la region CDR3 d'un anticorps et la region 
CDR2 d'un anticorps. 

9. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il comprend au plus 100 acides arnines. 

10. Polypeptide selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il 
comprend de 3 a 60 acides amines et. de preference, de 3 a 30 acides 
amines. 
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11. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que le fragment d'anticorps est un fragnnent d'un anticorps 
capable de penetrer dans les cellules. 

12. Polypeptide selon la revendication 11 caracterise en ce que le 
5 fragment d'anticorps est un fragment d'un anticorps polyreactrf. 

13. Polypeptide selon la revendication 12 caracterise en ce que le 
fragment d'anticorps est un fragment d'un anticorps anti-ADN. 

14. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il 
comprend une region de sequence choisie parmi les sequences SEQ ID n" 1 . 

10 2, 3 et 8 ou tout homologue fonctionnel. 

1 5. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il comprend en outre une region composee d'acides 
amines basiques, notamment de lysine. 

16. Polypeptide selon ia revendication 1, caracterise en ce que la 
15 sequence d'amino-acides est susceptible d'etre obtenue par criblage d'une 

banque peptidique sur le critere de penetration dans les cellules. 

17. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend une region polyiysine 
et une region derivee d'un anticorps polyreactif penetrant, et en ce qu'il est 
capable de penetrer dans les cellules. 

20 18. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 17. 

ayant la capacite de reagir in vitro avec des macromolecules anioniques 
comme TARN, I'ADN double ou simple brins, ou avec des macromolecules 
cationiques comme les histones. 

19. Polypeptides selon I'une quelconque des revendications 1 a 17 
25 ayant la capacite de reagir in vitro avec I'heparine et I'heparine sulfate. 

20. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il est 
en outre capable de faire penetrer une substance dans une cellule. 

21 Utilisatbn tfun polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications precedentes pour la preparation d'une composition destinee au 
30 transfert de substances dans les cellules. 
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22. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 20 pour la preparation d'une composition antivirale. 

23. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 2C 
caracterise en ce qu'il est couple a une substance. 

. 24. Vecteur pour le transfert d'une substance dans une cellule 
caracterise en ce qu'il connprend un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 20 auquel est couplee ladite substance. 

25. Vecteur selon la revendication 24 caracterise en ce que le couplage 
est un couplage covalent. 

26. Vecteur selon la revendication 25 caracterise en ce que le couplage 
est realise par une liaison covalente de type maleimide. succinimide. 
peptidique, disulfure, amine, acide. biotine-streptavidine ou p-benzoquinone. 

27. Vecteur selon la revendication 24 caracterise en ce que ladite 
substance est un acide nucleique. 

28. Vecteur selon la revendication 24 caracterise en ce que ladite 
substance est une proteine. 

29. Vecteur selon la revendication 24 caracterise en ce que ladite 
substance est un medicament. 

30. Vecteur selon la revendication 24 caracterise en ce que ladite 
substance est un antigene. 

31. Cellule eucaryote contenant un polypeptide selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 20. 

32. Cellule eucaryote contenant un vecteur selon ia revendication 21. 

33. Precede pour transferer une substance dans une cellule in vitro 
comprenant : 

- le couplage entre ladite substance et un polypeptide selon la 
revendication 1 , 2 ou 1 7 et. 

- l!lncubation.de la cellule avec le produit dudit couplage. 

34. Precede selon la revendication 33. caracterise en ce que 
nncubation de la cellule avec le produit du couplage est effectue en presence 
de glycerol. 
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35. Composition phanmaceutique comprenant, en association avec un 
vehicule physioiogiquement acceptable, un vecteur selon ia revendication 24 
dans lequel la substance est un principe actif de medicannent. 

36. Vaccin comprenant, en association avec un vehicule 
physioiogiquement acceptable, un vecteur selon la revendication 24 dans 
lequel la substance est un antigene. 

37. Composition antivirale comprenant un polypeptide selon Tune des 
revendications 1 a 20 ou un anticorps ou fragment d'anticorps selon la 
revendication 13. 

38. Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon la 
revendication 13 pour la preparation d*une composition antivirale. 

39. Utilisation selon la revendication 38. caracterisee en ce que les 
anticorps sont des anticorps monoclonaux. 

40. Utilisation selon les revendications 22 ou 38, en combinaison avec 
un agent antiviral. 

41. Utilisation selon les revendications 22 ou 38, caracterisee en ce que 
ie virus est le vinjs de Timmunodeficience acquise humaine (VIH) un 
poliovirus, un vinjs de I'herpes ou un cytomegalovirus. 

42. Procede de modification d'une cellule dans le but d'ameliorer la 
resistance de cette cellule a un vinjs comprenant la mise en contact de cette 
cellule avec un ou piusieurs polypeptides selon Tune des revendications 1 a 
20, ou anticorps ou fragments d'anticorps polyreactifs et presentant la capacite 
de lier TADN. 

43. Composition comprenant des cellules incubees ex vivo en presence 



d*un ou piusieurs polypeptides selon Pune des revendications 1 a 20 ou 
anticorps ou fragments d'anticorps tels que definis dans la revendication 13. 

44. Composition selon ia revendication 43, caracterisee en ce que les 
cellules sont des cellules mononucrees du sang peripherique humaines. 




FIGURE 1 
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FIGURE 5 
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FIGURE 8B 



wo 99/07414 PCT/FR98yOI740 

9/16 




FIGURE 9a 

□ pLKi9 

□ CW-K19 



G*ycerol 

1E+08 -1 




FIGURE 93 



wo 99/07414 



10/16 



PCT/FR98A)1740 



ANTIVIRAL ACTIVITY 

OF ANTI-DNA ANTIBODIES 



lOOOOO 



c 

CD 

e 

05 
Q. 



(D 
05 
CD 
CO 

o 
Q 



0) 

CO 

*> 

> 

X 



10000- 



1000 




anii-TAT 

IpG;-2fU8 

-A ljfCF-ia-6 



F- 14-6 ^ J. 20-8 
F-4-1 + 



Days infection with HIV 



FIGURE JO 



wo 99/07414 



I I/J6 



PCT/FR98A>1740 



TIGURZ 1 lA 

INFECTIOUS TITERS ON DAY 13 
Exp III 



TO' 



10 



5. 



k ^ \. >. 



k V V V 



10' 



1. X X %, 



^ N \ \ 



^ \ \ ^ 

^ ✓ , 

^ X X. \ 



Ik V 



k V X X 

\ ^ ^ ^ i 

k X N X 
* ^ * , 
k V V X 

✓ ✓ ^ < 
I. X X X 

^ ^ * , 

k X X X 

• ^ ^ ^ , 

k X X X 

✓ ^ . 

k N X X 
k X X X 

y ^ ✓ , 
L. V V X 
» y y ✓ 
k X X X 



* ^ 
iL X X % 

r ^ ' ^ 



CO 

o 

X 
CD 



3 

"5 



. X . 

/ ✓ ^ y 

XXX 

✓ ✓ ✓ ^ 



1^ ✓ X ^ 



✓ ✓ ✓ 



" y X 

XXX' 
XXX' 



o 



O) 

to 



X X \ X 

XX/ 
X X X X 

XXX 
X X X X 

XXX 
X X X X 

XXX 
XXX 

XXX 
XXX 
XXX 

XXX 
XXX 

XXX 
XXX 

V X X 
XXX 

XXX 
XXX 

XXX 
XXX 

x"x^^ 
X X X X 

X X * 
X X X X 

XXX 
X X X X 

XXX 
X X X X 

XX/ 
X X X X 

XXX 

X X X X 
XXX 

X X X V 
/ X ^ 

. X X 
XXX 



o 



wo 99/07414 



12/16 



PCT/FR9«yO1740 




wo 99/07414 



13/16 



• 



PCT/FR98/01740 



riGOTE I IC 



80000 



D 


well 1 


□ 


well 2 


D 


well 3 


D 


well 4 



60000 - 



rsj 



40000 - 



20000 - 



i 



CD 

o 



X 
CD 



2 
*> 



o 

IT) 



CO 



O 



o 



< 



wo 99/07414 



14/ 16 



PCT/FR»8A)I740 



40 



30 - 



20 - 



10 - 



.1 



1 



OS 



□ PVI/Mahoney 
PV1/Sabin 



FIGURE 12 




FIGURE 13A FIGURE 13B 

REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 



wo 99/07414 V S PCr/FR98/0I740 

16/16 









z: 








JT 


Q. 


0. 


a> 




Q. 


CO 




a. 






£ 5 
















CO 


u 


a. 




FIGURE 13D 




FIGURE 13C 



REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 



